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Résumé
Les études des voies métaboliques de l'acide arachidonique ont permis de démontrer 
l'implication de plusieurs dérivés de ce lipide (leucotriènes et prostaglandines) dans certaines 
pathologies telles que l'asthme. Les époxy-éicosanoïdes (EET) ont été décrits comme ayant des 
effets anti-inflammatoires et broncho-relaxants importants et ils représentent une nouvelle cible 
thérapeutique potentielle. Plusieurs groupes de recherches ont permis d'élucider les mécanismes 
d'action par lesquels les EET ont leurs effets bénéfiques. Cependant, les connaissances sur cette 
voie spécifique ne sont pas complètes puisqu'à ce jour, nous ne savons pas quels stimuli 
endogènes modulent la synthèse et la dégradation de ces lipides. En raison de leurs effets 
hyperpolarisants sur les cellules musculaires lisses, principalement par l'activation des courants 
K+, les EET ont été proposés à titre de facteur hyperpolarisant dérivé de l'épithélium (EpDHF). 
Il a également été démontré que la synthèse d'autres EpDHF, tels que le NO et la PGI2, est 
induite par l'action de la Bradykinine. Notre hypothèse de recherche était donc que les effets de 
la Bradykinine au niveau des bronchioles humaines sont en partie causés par la synthèse 
endogène des époxy-éicosanoïdes. Le but du projet était, d'une part de démontrer la relation 
potentielle entre l'action de la BK et la synthèse des EET et, d'autre part de mettre au point un 
nouveau modèle d*hyperréactivité bronchique pour mieux caractériser les effets des EET. De 
façon spécifique, les objectifs étaient de : 1) comparer les effets relaxant de la BK à ceux du 
14,15-EET sur des bronchioles humaines en présence ou non d'inhibiteurs spécifiques, 2) 
quantifier l'effet de la réduction de la biodisponibilité des EET sur les effets 
électrophysiologiques de la BK au niveau des cellules musculaires lisses et épithéliales, 3) 
caractériser l'effet d'un prétraitement à l'IL-ip ou à l'IL-13 sur la réactivité bronchique à 
différents agents pharmacologiques et 4) déterminer l'effet d'un prétraitement à la 15(R)-épi- 
Lipoxine A4 sur l'hyperréactivité bronchique induite au TNFa. Les résultats obtenus nous 
indiquent que la BK et le 14,15-EET induisent le même cours et le même niveau de relaxation. 
De plus, l'utilisation d'inhibiteurs qui interagissent avec la biodisponibilité et les effets des EET 
réduisent significativement les effets relaxants et hyperpolarisants de la BK. Tous ces résultats 
nous indiquent qu'il existerait une relation entre l'action de la BK et la synthèse d'EET 
endogènes au niveau de bronchioles humaines. Les données que nous avons obtenues indiquent 
que l'IL-13, mais pas l'IL-ip, suite à un prétraitement de 48h induit un statut dTiyperréactivité 
bronchique à différents agents pharmacologiques. Nous avons démontré qu'un prétraitement à 
la Lipoxine A4 permet d’abolir l'hyperréactivité bronchique induite par le TNFa. La modulation 
de la biodisponibilité des lipides anti-inflammatoires endogènes, tels que les EET ou la 
Lipoxine A4, s'avère une option potentielle dans le traitement de l'asthme.
Mots clefs: asthme, bradykinine, bronchioles humaines, cellules musculaires lisses, époxy- 
éicosanoïdes, hyperréactivité bronchique, physiologie pulmonaire.
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1. INTRODUCTION
Les maladies respiratoires représentent un enjeu majeur dans notre société en raison de 
leurs impacts considérables sur la qualité de vie des citoyens en tant que cause majeure de 
morbidité et de mortalité, mais également en raison de leurs impacts au point de vue 
économique. En effet, elles sont responsables d'un très grand taux d'absentéisme au travail, 
d'invalidité ainsi que d'un grand nombre d'hospitalisations par année. Selon les derniers 
chiffres fournis par l'association pulmonaire canadienne, plus de 6  millions de canadiens 
seraient touchés par une maladie respiratoire chronique ce qui engendre des coûts de santé 
de prêt de 15 milliards de dollars et causant plus de 30 000 décès par année (Association 
pulmonaire du Canada, 2012). Les principaux facteurs de risques de ces maladies sont le 
taux de tabagisme, l'exposition à la fumée secondaire et la mauvaise qualité de l'air 
(Association pulmonaire du Canada, 2012; Wong et al., 2013). Dans le contexte actuel où 
la qualité de l'air se détériore rapidement de façon inquiétante et où le taux de tabagisme 
demeure élevé (Santé Canada, 2012), la prévalence des ces maladies est en constante 
augmentation ce qui constitue une préoccupation de premier ordre (Association pulmonaire 
du Canada, 2012; The Conference Board, of Canada, 2012). D’après les prévisions du 
"Conference board" du Canada, si aucun changement n'est apporté aux conditions actuelles, 
les coûts des soins de santé engendrés par les maladies respiratoires doubleraient d'ici 2030 
(The Conference Board, of Canada, 2012). Dans le but de minimiser cet impact, 
l'association pulmonaire canadienne a mis en place des campagnes de sensibilisation afin 
d'informer les citoyens à ces enjeux économiques et sociaux. Malgré l'efficacité relative de 
ces mesures, il demeure essentiel de poursuivre la recherche fondamentale sur ces maladies 
afin de mieux prévenir et contrôler ces maladies.
L'asthme est l'une des maladies pulmonaires chroniques les plus répandues et dont les 
impacts sont parmi les plus considérables au. Canada. Plus de 2.8 millions de Canadiens 
(8% de la population) sont touchés par différentes formes de cette maladie qui constitue la 
condition chronique la plus importante chez les enfants (Association pulmonaire du 
Canada, 2012). De plus, le taux d'asthmatiques au Canada est l'un des plus élevé au monde 
touchant 16% des enfants de 4 à 11 ans et 8.3% des 12 ans et plus (Association pulmonaire 
du Canada, 2012; Statistique Canada, 2012). Bien que la science moderne a pu mettre en
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évidence plusieurs facteurs génétiques prédictifs associés à cette pathologie, nous ne 
connaissons toujours pas les mécanismes physiologiques ainsi que les causes réelles de la 
mise en place et de l'évolution de l'asthme. Ceci justifie l'étude de ces mécanismes dans un 
contexte physiopathologique ainsi que le développement de nouvelles approches à visées 
thérapeutiques. Afin de bien comprendre les processus mis en place en situation 




Le système respiratoire a pour but de permettre les échanges gazeux entre l’air et le sang et 
ainsi favoriser un apport d'oxygène à tout l'organisme et expulser le dioxyde de carbone. 
Composé de plusieurs organes et structures, il est conventionnellement séparé en deux 
catégories distinctes, soit les voies aériennes supérieures (extra-thoraciques) et inférieures 
(intra-thoraciques) (Marieb, 2005). Tel que schématisé à la Figure 1, les voies extra- 
thoraciques comprennent le nez, le pharynx et le larynx. Au repos, la respiration passive se 
fait normalement par le nez dont le rôle est d'abord de réchauffer et dTiumidifier l'air qui se 
rend aux poumons, mais aussi de le filtrer de ses particules en suspension afin de minimiser 
les risques d'irritations et de lésions (Marieb, 2005; Tortora et al., 1994). Le pharynx est 
une section très spécialisée richement innervée, entourée par des muscles squelettiques, qui 
agit comme voie de passage commune à l'air et aux aliments et sert aussi à réchauffer et 
humidifier l'air. Le larynx est la section où se séparent les conduits aériens et digestifs. En 
plus de la phonation, il a pour rôle d'empêcher les aliments d'atteindre les voies aériennes 
inférieures en bloquant la trachée lors de la déglutition (Guénard, 2009). Les voies intra- 
thoraciques comprennent la trachée, les bronches et leurs ramifications ainsi que les 
alvéoles. À partir de la première séparation de la trachée formant les deux bronches 
principales, l'arbre bronchique subit 23 divisions successives produisant ainsi une 
importante surface de contact alvéolaire avec l'air facilitant les échanges gazeux (Tortora et 
al, 1994; Guénard, 2009). Les voies aériennes se séparent en deux sections distinctes par
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leurs fonctions, soit la zone de conduction et la zone d'échange. Les voies aériennes 
conductrices comprennent toutes les structures du système respiratoire partant du nez 
jusqu'à la 15e génération de ramifications bronchiques (Guénard, 2009). Le rôle principal 
de cette zone est, comme son nom l'indique, de conduire l'air dans les poumons sans 
permettre d'échange gazeux de s'effectuer en raison de l'épaisseur de la paroi des structures 
qui la constitue (Marieb, 2005). Les voies aériennes acinaires sont composées des 
bronchioles respiratoires, des conduits alvéolaires et des alvéoles. Les échanges s'effectuent 
entre l'air et les hématies à travers la paroi alvéolaire et les capillaires péri-alvéolaires 
(Berne et Levy, 1998). L'histologie bronchique diffère entre ces deux zones. Dans la zone 
d'échange on retrouve un épithélium cilié pseudo-stratifié où on retrouve des cellules 
caliciformes et des glandes à mucus. Cet épithélium repose sur la lamina basale qui est 
entourée de cellules musculaires lisses (CML) et de spirales cartilagineuses qui tendent à 
soutenir les bronches tout en les empêchant de collapser (Guénard, 2009). Dans la zone 
d'échange, l'épithélium pseudo-stratifié fait place à un épithélium cubique non-cilié où on 
ne retrouve plus de cellules caliciformes. Le cartilage disparait et les bronchioles sont 
entièrement entourées de CML faisant que la proportion de cellules musculaires lisses est 
beaucoup plus importante au niveau des bronchioles que dans la zone de conduction 
(Marieb, 2005). Pour leur part, les alvéoles sont tapissés de deux types de cellules 
épithéliales cubiques appelées pneumocytes de type I à travers lesquelles s'effectuent les 
échanges gazeux et les pneumocytes de type II qui sécrètent le surfactant alvéolaire qui 
réduit la tension de surface, facilite les échangent gazeux et liquéfie le mucus (Marieb, 
2005; Tortora et al., 1994; Guénard, 2009). Les bronches pour leur part sont tapissées par 
un épithélium cylindrique cilié dans la zone de conduction qui est progressivement 
remplacé par un épithélium non cilié. On retrouve également des cellules caliciformes (ou à 
gobelet) qui sécrètent le mucus et dont le dérèglement physiologique est associé à certaines 













Figue 1: Anatomie de l’appareil respiratoire: Schéma représentant les voies aériennes 
supérieures et inférieures en décrivant les différentes structures qui les composent. (Tiré de: 
(Aux bulles, 2012))
II) Contrôle respiratoire
En situation normale au repos, la respiration est un processus autonome involontaire qui est 
sous le contrôle des centres bulbopontiques et du tronc cérébral (Berne et Levy, 1998). Le 
centre de rythmicité se nomme le complexe pré-Botzinger qui est situé dans la colonne 
respiratoire ventrale du bulbe rachidien et qui envoie des influx nerveux via les 
motoneurones spinaux en direction des muscles thoraciques et via les motoneurones des
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nerfs crâniens vers les voies aériennes supérieures (Smith et al, 1991; Ramirez et al,
2011). Lors de l’inspiration, les influx nerveux provoquent la contraction des muscles 
intercostaux externes et l'abaissement du diaphragme, ce qui cause l’expansion de la cage 
thoracique. Le mouvement de celle-ci cause une diminution de la pression intra-pleurale ce 
qui mène à l’étirement des poumons en raison de leur élasticité et de leur compliance 
provoquant une diminution de la pression intra-alvéolaire qui devient sub-atmosphérique 
(Feldman et Del Negro, 2006). La diminution de la pression intra-alvéolaire permet 
l’écoulement de l’air vers les alvéoles où se déroulent les échanges gazeux. La fréquence 
du cycle ventilatoire est sous le contrôle du centre pneumotaxique situé dans le pont 
(Alheid et al, 2004). Il projette des influx inhibiteurs vers les centres bulbaires ce qui 
provoque un arrêt des influx inspiratoires et permet l’expiration (Alheid et a l, 2004). En 
situation de repos, l’expiration se fait passivement et sans contraction musculaire. La 
relaxation des muscles inspiratoires permet l’abaissement de la cage thoracique sous l’effet 
de la gravité provoquant l’augmentation de la pression intra-pleurale et de la pression intra- 
alvéolaire permettant l’expulsion de l’air (Feldman et Del Negro, 2006). Le maintien de la 
mécanique respiratoire est régulé par le groupe de noyaux respiratoires dorsal du bulbe 
rachidien qui reçoit des stimuli de différents types de récepteurs. Les chémorécepteurs 
périphériques situés dans le glomus carotidien et dans le glomus de la crosse aortique 
projettent vers le bulbe via le nerf glosso-pharyngien (IX) et le nerf vague (X) 
respectivement (Feldman et al, 2003; Mulkey et a l, 2004). Ils captent principalement les 
variations de P02 mais aussi de Pco et du pH. Les chémorécepteurs centraux situés sur la 
face ventrale du bulbe captent les variations de Pcoi et de pH du liquide céphalorachidien 
(LCR) (Feldman et al, 2003; Mulkey et a l, 2004; Guyenet et al, 2010).
Également, il existe des mécanorécepteurs situés au niveau des voies aériennes et du 
parenchyme qui sont sensibles à l’étirement des poumons, aux irritants et aux variations du 
volume des fluides interstitiels pulmonaires. Ils sont regroupés sous trois catégories de 
récepteurs broncho-pulmonaires, soit ceux à adaptation lente (SAR), à adaptation rapide 
(RAR) et les terminaisons des fibres C (Lembrechts et al, 2012). Les SARs sont des 
mécanorécepteurs sensibles aux variations de pression transmurale des bronches et sont 
situés au niveau de la trachée et des bronches dans les fibres musculaires lisses permettant 
d’éviter un étirement bronchique inapproprié (réflexe d’Hering-Breuer) (Brouns et al,
2006). Les RARs sont également des mécanorécepteurs sensibles à l’irritation et aux 
variations rapides du volume pulmonaire (soupir). Ce sont des terminaisons libres situés 
dans la muqueuse de la trachée, des bronches et des voies aériennes supérieures 
déclenchant une bronchoconstriction, une sécrétion de mucus et une toux pour éliminer 
l’agent irritant en présence de corps étrangers (Berne et Levy, 1998). Les terminaisons des 
fibres C (juxta-alvéolaire ou dans la muqueuse) sont également sensibles à l’irritation. Les 
afférences de ces trois types de récepteurs passent par le nerf vague jusqu’aux centres 
bulbo-pontiques qui adaptent la fréquence et la durée de la respiration dans le but de 
maintenir un apport constant d’C>2 aux organes tout en protégeant les poumons de 
l’irritation et d’un étirement trop important (Lembrechts et al, 2012).
Physiopathologie de l'asthme
L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes caractérisée par une 
hypersécrétion de mucus ainsi que par une hyperréactivité bronchique. L'exacerbation de 
ces symptômes provoquent des bronchospasmes qui mènent à la réduction de la lumière 
bronchique, ce qui cause une obstruction pulmonaire qui se traduit par de la dyspnée 
(Marieb, 2005; Guénard, 2009). Il existe plusieurs types d'asthme dont les plus répandus 
sont l'asthme allergique, à l'effort et professionnel. Ils sont causés par des prédispositions 
héréditaires et exacerbés par l'exposition à certains facteurs environnementaux comme par 
exemple les acariens, certaines particules en suspension ou la fumée de cigarette. De nos 
jours, il existe plusieurs traitements qui permettent de diminuer les symptômes sans guérir 
la maladie. Bien que plusieurs mutations génétiques aient été associées à l'asthme, les 
causes de l’initiation et de la mise en place de l'inflammation demeurent inconnues 
(Bergeron et al, 2009; Redington et Howarth, 1997).
I) Remodelage des voies aériennes
Le remodelage des voies aériennes est une caractéristique importante et bien documentée 
de la physiopathologie de l'asthme à tous les différents degrés de sévérité. Cet état
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pathologique est la conséquence de plusieurs dérèglements physiologiques et structuraux 
chroniques qui mènent aux symptômes observés dans l'asthme (Bergeron et a l, 2009). L'un 
des processus primaires observé lors du remodelage des voies aériennes est l'altération des 
cellules épithéliales bronchiques. Chez les asthmatiques, on observe une perte de l'intégrité 
de l'épithélium ainsi qu'une diminution du nombre de cellules ciliées. Cette perte d'intégrité 
est associée à la mise en place d'une hyperréactivité bronchique puisque les cellules 
épithéliales constituent la première barrière contre les allergènes et polluants inhalés 
(Jeffery et al, 1989). Les modifications épithéliales comprennent aussi ltiyperplasie des 
cellules caliciformes et des glandes sous-muqueuses qui sont associés à une augmentation 
de la sécrétion de mucus (Carroll et al, 1993). Un autre aspect important des changements 
structuraux observés chez les asthmatiques est la fibrose sous-épithéliale au niveau de la 
lamina basale. La fibrose consiste en une augmentation la production de matrice 
extracellulaire principalement par le dépôt de certaines protéines produites par les 
fibroblastes telles que la fibronectine et le collagène de type I, III et V (Carroll et al, 1993). 
Ces processus participent à l'augmentation de la rigidité et à l'épaississement de la 
membrane basale. De plus, il est connu que le tonus bronchique, qui est sous le contrôle des 
cellules musculaires lisses (CML), est fortement augmenté chez les asthmatiques. Ceci est 
dû principalement à l'hypertrophie et à lhyperplasie des CML provoquant une 
augmentation de la masse totale des muscles lisses bronchiques qui se traduit par une 
diminution de la lumière des voies aériennes tel que représenté à la Figure 2. En plus de cet 
effet sur le tonus bronchique, les CML participent au maintien des processus 
inflammatoires observés dans l'asthme. En effet, il a été démontré que ces cellules, en 
situation pathologique, migrent au niveau sous-épithélial et contribuent à l’inflammation en 
relâchant des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (Panettieri, 2002). Enfin, on 
observe une augmentation de la vascularisation pulmonaire en situation d'asthme qui est 
associée à une surexpression du "facteur de croissance endothélial vasculaire" (VEGF) 
(Hoshino et al, 2001). L'augmentation de l'angiogénèse est associée à un épaississement de 
la paroi des vaisseaux sanguins et à l'œdème pulmonaire caractéristique de l'asthme. Les 
conséquences directes des changements de la vascularisation pulmonaire est l'augmentation 
de l'apport de médiateurs inflammatoires par la circulation sanguine au niveau pulmonaire
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(Hoshino et al., 2001). Tous ces processus, de façon chronique, participent au remodelage 
des voies aériennes et par conséquent aux symptômes observés chez les asthmatiques.
Figure 2: Remodelage des voies aériennes dans l'asthme: Schématisation des 
conséquences macroscopiques du remodelage des voies aériennes d'un sujet asthmatique au 
repos et lors d'une crise d'asthme comparativement à un sujet sain. (Tiré de: (Creapharma,
2012))
II) Inflammation dans l'asthme
La reconnaissance d’un allergène au niveau des cellules épithéliales induit la production et 
la sécrétion de "stem-cell factor" (SCF) qui est un facteur important dans le maintien des 
cellules mastocytaires à la surface des voies aériennes. Les allergènes induisent la sécrétion 
de "thymie stromal lymphopoietin" (TSLP) par les cellules mastocytaires et épithéliales 
(Reber et al, 2006). Le TSLP est une cytokine qui induit le recrutement et la maturation
Résumé sur rasthm#
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des cellules dendritiques via son action sur son récepteur hétérodimérique composé du 
TSLPR et de PIL-7R (Allakhverdi et al., 2007). La reconnaissance d’un allergène par une 
cellule dendritique cause une cascade de signalisation passant par la voie de STATS qui 
mène à l’expression et à la libération des chimiokines TARC/CCL17 (également sécrété 
par les cellules épithéliales) et de CCL22 (Allakhverdi et a l, 2007). Ces chimiokines, via 
l’activation de leur récepteur "CC-chimiokine réceptor 4" (CCR4), induisent le recrutement 
des lymphocytes Th2 au site d’infection. Le CCR4 est hautement exprimé par les Th2 
comparativement aux autres types cellulaires (Y. J. Liu, 2006). Les lymphocytes Th2 
activés libèrent plusieurs cytokines inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-9, IL-13) aux effets 
diverses (Y. J. Liu, 2006). L’IL-4, en plus de favoriser la prolifération des Th2, stimule 
avec l’IL-13 les lymphocytes B à changer leur production et sécrétion d’anticoips pour des 
IgE (Kay, 2006). Les IgE se lient à la surface des cellules mastocytaires et induisent la 
libération de médiateurs inflammatoires lorsqu’un allergène s’y lie (Reber et al., 2006). 
L’IL-13 a également comme effet d’induire lliypeiplasie des cellules caliciformes et de 
stimuler l'augmentation de la sécrétion de mucus par celles-ci (Kay, 2006). La présence de 
mucus obstrue la lumière bronchique et cause une diminution du volume d’air qui passe 
dans les bronches et qui atteint les alvéoles, De plus, l’IL-13 contribue à la fibrose sous- 
épithéliale en stimulant le dépôt de collagène par les fîbroblastes sur la lamina basale ce qui 
provoque l’épaississement de la membrane basale. L’IL-9 cause le recrutement et la 
prolifération des cellules mastocytaires (Bames, 2008). La liaison d’un allergène aux 
anticorps IgE présent à la surface des cellules mastocytaires induit la relâche de plusieurs 
médiateurs inflammatoires et broncoconstricteurs tels que l’histamine, les leukotriènes (B4, 
D4, Et) et la prostaglandine D2 (Bames, 2008). En plus d’induire l’inflammation, ces agents 
causent la contraction des cellules musculaires lisses menant à une bronchoconstriction 
donc à une diminution de la lumière bronchique. L'IL-5 et le CCL11 (sécrétés par les 
cellules épithéliales) induisent la différenciation et le recrutement des éosinophiles (Durrant 
et Metzger, 2010; Frigas et al., 1981). Tous ces processus sont résumés dans la Figure 3. 
Ces cellules, une fois migrées au tissu cible sont activées et relâchent plusieurs médiateurs 
qui participent à leur tour au processus inflammatoires (White et al., 1993; Gleich, 2000). 
Parmi ces médiateurs, on retrouve notamment les "Major Basic Protein" (MBP) produite 
par les éosinophiles, plusieurs cytokines (IL-4, IL-5, IL-8 , TNFa) et certains lipides pro­
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inflammatoires (LTB4, LTC4, TXB2) (White et al., 1993; Xue et ai, 2010). La relâche de 
ces médiateurs au niveau bronchique est toxique pour les cellules épithéliales et cause des 
dommages important responsables en partie de la perte de l'intégrité et des fonctions de 
l'épithélium (Frigas et al., 1981). De plus, ces médiateurs inflammatoires, principalement 
les MBP, sont connus pour participer à la mise en place du statut d'hyperréactivité 
bronchique, à l'augmentation de la perméabilité vasculaire et à induire des bronchospasmes 
(White éta l, 1993; Wardlaw et al., 1988).
Un autre sous-type de lymphocytes T auxiliaires, appelé lymphocytes Thl7, a été 
récemment associé à l'asthme (Durrant et Metzger, 2010). L'implication exacte ainsi que les 
mécanismes par lesquels ces cellules participent à l'inflammation dans l'asthme n'est pas 
parfaitement élucidé. Cependant, il a été démontré que l'IL-17, la cytokine principalement 
sécrétée par le Thl7, est retrouvée en quantité significativement supérieure dans les 
expectorations d'asthmatiques comparativement à des sujets sains. Cette cytokine est 
connue pour stimuler la production et la libération de chimiokines telles que CXCL1 et 
CXCL8  par les cellules épithéliales (Bullens et al., 2006). Ces chimiokines ont comme 
effet de recruter les neutrophiles au site d'inflammation qui participent à leur tour à la 
progression du statut inflammatoire. Également, les Thl7 sont connus pour produire du 
TNFa qui contribue par plusieurs mécanismes à l'inflammation bronchique et au 
remodelage des voies aériennes (Berry et al., 2007). Tous ces effets des Th2 et des Thl7 au 
niveau pulmonaire mènent au remodelage des voies aériennes, à l’hyperréactivité 



















Figure 3: Cascade inflammatoire dans l'asthme: Médiateurs impliqués dans la mise en 
place et dans la progression de l'inflammation chronique des voies aériennes dans l'asthme. 
(Tiré de: (Bames, 2008))
Bronchioles distales
I) Structure des muscles lisses
L'activité mécanique des bronches est due à l'activité contractile des cellules musculaires 
lisses (CML) qui composent la média. La tension des bronches est sous le contrôle des 
propriétés pharmacologiques, électrophysiologiques et biochimiques des CML. L'activité 
de ces cellules est finement régulée par des innervations à la fois parasympathiques et 
sympathiques qui relâchent certains neurotransmetteurs aux effets contracturant ou 
relaxant. Par définition, la contracture correspond à la contraction des fibres musculaires de 
façon soutenue dans le temps en réponse à des stimuli pharmacologiques ou
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électrophysiologiques. Elle se distingue du phénomène de contraction, qui lui est transitoire 
et rapide, par le maintien du couplage des fibres d'actine et de myosine de façon prolongée 
jusqu'à un retour progressif vers le tonus de base ou en réponse à un agent relaxant. Les 
CML sont fusiformes et possèdent un noyau unique. Leur diamètre varie entre 2 à 5 pm et 
ont une longueur de 100 à 200 pm. Elles sont disposées en fibres juxtaposées denses avec 
des jonctions ouvertes entre les cellules permettant la synchronisation de leur contraction. 
En plus de leur activité contractile, les CML participent à la formation de la matrice 
extracellulaire et à l'inflammation des voies aériennes (Marieb, 2005; Guénard, 2009).
II) Couplage pharmaco-mécanique
L'activité contractile des CML est sous le contrôle de plusieurs neurotransmetteurs et 
agents pharmacologiques endogènes tels que l'acétylcholine (ACh). L'ACh agit 
principalement via ses récepteurs muscariniques de type M3 présents au niveau des 
membranes des CML. L'activation de ce récepteur à sept domaines transmembranaires 
couplé aux protéines G (Gq/n) active une cascade signalétique aboutissant à la contraction 
musculaire (Morin et al, 2007). Suite à l'activation du récepteur, la sous-unité alpha de la 
protéine G active la phospholipase C (PLC) qui clive le phosphatidyl-inositol 4,5- 
diphosphate (PIP2) membranaire en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol 
(DAG) (Morin et al, 2007). UIP3 se lie à son récepteur-canal (IP3R) au niveau du 
réticulum endoplasmique augmentant sa probabilité d'ouverture et permettant la libération 
de calcium (Ca2+) des stocks intracellulaires (Morin et a l, 2007; Somlyo et Somlyo, 2000). 
Le Ca2+ libre se lie à la calmoduline qui est une protéine cytosolique avec un ratio de 4 ions 
de Ca2+ par protéine. Le complexe Ca2+-calmoduline active la "myosin light chain kinase" 
(MLCK) qui phosphoryle la chaîne légère de la myosine (Somlyo et Somlyo, 2000). Cette 
phosphorylation cause un changement de conformation des chaînes de myosines libérant 
l'accès stérique aux sites de liaison permettant aux filaments d'actine de se lier à la myosine 
et ainsi entraîner la contraction musculaire. La contraction est maintenue jusqu'à la 
déphosphorylation de la myosine par la "myosin light chain phosphatase" (MLCP) (Somlyo 
et Somlyo, 2000). En parallèle, le DAG libéré sous l'action de la PLC active la protéine 
kinase C (PKC) qui a comme effet, entre autres, de phosphoryler la protéine inhibitrice de
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la phosphatase de la myosine appelée CPI-17. La CPI-17 activée inhibe la MLCP ce qui 
l'empêche de déphosphoryler la chaine légère de la myosine permettant ainsi de maintenir 
le tonus contractile (Sakai et al., 2005a). L'activité de la CPI-17 est également modulée par 
la voie des Rho-kinases qui sont des protéines qui ont également comme rôle de moduler la 
sensibilité de la machinerie contractile au Ca2+ (Morin et a l, 2007). En plus des effets 
mentionnés précédemment, le DAG est connu pour augmenter la probabilité d'ouverture 
des canaux de type "transient receptor potential canonical" TRPC permettant l'entrée de 
cations et de calcium extracellulaires dans la cellule ce qui permet de favoriser et maintenir
A.
la contraction (Inoue et al, 2009). Le maintien du niveau de Ca intracellulaire est en 
partie assuré par les canaux calciques dépendant des réserves (SOCC). La probabilité 
d'ouverture de ces canaux augmente en réponse à la déplétion des stocks de calcium du 
réticulum endoplasmique (Inoue et a l, 2009). La Figure 4 résume de façon sommaire tous 
ces processus impliqués dans la contraction musculaire et montre la relation qui existe entre 
tous ces médiateurs. Lors de la relaxation, le niveau de Ca2+ intracellulaire diminue. Ce 
phénomène est dû à l'action de la pompe Ca2+-Mg2+-ATPase (SERCA) qui repompe le
Ai
calcium libre dans le réticulum endoplasmique et par l'action de la pompe Ca -ATPase 
membranaire qui expulse le Ca2+ hors de la cellule (Janssen, 2002). La diminution du Ca2+ 
intracellulaire a pour effet de réduire l'activité de la MLCK et donc de diminuer la 
phosphorylation des fibres de myosines. L'activité de la MLCK est également sous le 
contrôle de la protéine kinase A (PKA). En effet, la PKA, activée par l'AMPc, inactive la 
MLCK en la phosphorylant, ce qui limite son action de phosphorylation de la myosine. La 
diminution de l'activité de la MLCK permet à la MLCP de déphosphoryler la chaine légère 
de la myosine ce qui permet le détachement des fibres de myosine des fibres d'actines et 
mène à la relaxation musculaire (Janssen, 2002).
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Figure 4: Couplage pharmaco-mécanique des cellules musculaires lisses:
Représentation de la machinerie contractile et des médiateurs cellulaires impliqués dans la 
contraction des cellules musculaires lisses. (Tiré de: (Watterson et al., 2005))
Rôle de la signalisation lipidique dans les voies aériennes
Les lipides endogènes ont longtemps été associés à des effets délétères au niveau 
pulmonaire. Les dérivés de l'acide arachidonique (AA) ont d'abord été identifiés comme des 
agents pro-inflammatoires et bronchoconstricteurs. L'acide arachidonique est un lipide 
polyinsaturé à 2 0  carbones de type © -6  qui est libéré au niveau cytosolique suite à 
l'activation de la phospholipase A2 (PLA2) qui hydrolyse les phospholipides membranaires 
en position SN2 (Burke et Dennis, 2009). L’AA est une molécule physiologiquement active, 
mais les principaux effets reliés à cette voie métabolique sont majoritairement dus à l'action 
de ses métabolites. Cette molécule peut être métabolisée par les cyclo-oxygénases (COX),
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les lipoxygénases (LOX) et par les cytochromes P450 (CYP450) (Burke et Dennis, 2009; 
Haeggstrom et al., 2 0 1 0 ).
Les COX, dont il existe 3 isoformes (COX-1, COX-2 et COX-3 (COX-lb)), métabolisent 
l'AA en prostaglandines (Warner et Mitchell, 2004). La COX-2 est la seule isoforme 
inductible en réponse à l'inflammation alors que les deux autres sont constitutivement 
exprimées (Dubois et al., 1998). Ces enzymes transforment l'AA en prostaglandine H2 
(PGH2) qui sert de substrat à la synthèse de toutes les autres prostaglandines. Hormis la 
prostaglandine E2 (PGE2) et la prostacycline (PGI2) qui ont des effets relaxants, toutes les 
prostaglandines ont des effets contracturant des bronches (Dubois et al, 1998). Par contre, 
toutes les prostaglandines ont des effets pro-inflammatoires au site où elles sont produites 
(Araujo-Santos et al, 2010).
Au niveau pulmonaire, il existe 3 isoformes des LOX, soit la 5-LOX, la 12-LOX et la 15- 
LOX qui ont comme rôle de produire des leucotriènes à partir de l'AA. Les leucotriènes 
sont considérés comme les principaux bronchospamogènes endogènes en raison de leurs 
effets contracturant sur les CML bronchiques. De plus, les leucotriènes (principalement 
LTB4, LTD4 et LTE4) ont très bien été caractérisés comme agents pro-inflammatoires dont 
l'implication dans l'asthme est très importante (Brink, 2007). Par contre, l'AA peut 
également être métabolisé en lipoxine A4 qui, pour sa part, induit d'importants effets anti­
inflammatoires et participe ainsi à la résolution de l'inflammation transitoire (Li et al, 
2009).
La dernière voie métabolique de l'acide arachidonique est celle des cytochromes P450. La 
CYP450 ©-hydroxylase transforme l'AA en acide 20-hydroxy-eicosatétraénoïque (20- 
HETE) qui est un lipide ayant des propriétés relaxantes et hyperpolarisantes sur les CML 
bronchiques (Jacobs et al., 1999; Morin et al., 2007). Les CYP450 époxygénase produisent 
des dérivés époxydés de l'acide arachidonique appelés acide époxy-éicosatriénoïques 
(EET). Toutes les voies métaboliques de l'acide arachidonique sont représentées à la Figure
5. Ils sont produits au niveau des cellules épithéliales et endothéliales principalement par 
les isoformes 2J2,2C8 et 2C9 et il en existe 4 régioisomères qui diffèrent par la position du 
groupement époxy sur l'une des 4 doubles liaisons de la molécule d'acide arachidonique 
(Haeggstrom et al., 2010). Il existe donc le 5,6; 8,9; 11,12 et 14,15-EET qu'on retrouve
dans plusieurs organes tels que le cœur, les reins, le foie, le cerveau, le myomètre utérin et 
les poumons. Le régioisomère 14,15-EET est le plus abondant dans le poumon. Les EET 
sont métabolisés, entre autre, dans les cellules musculaires lisses par l'époxyde hydrolase 
soluble (sEH) en métabolites inactifs appelés acide dihydroxy-éicosatriénoïques (DHET) 
(Chacos et al, 1983). Il a été démontré que les EET ont plusieurs effets bénéfiques au 
niveau pulmonaire. En effet, ils ont des effets anti-inflammatoires et bronchorelaxants très 
puissants (Haeggstrom et a l, 2010; Y. Liu et al., 2005).
Ces molécules ont été proposées à titre de facteur hyperpolarisant dérivé de l'épithélium et 
de l'endothélium (EpDHF ou EDHF) en raison de leurs effets sur le potentiel de membrane 
des CML bronchiques et vasculaires principalement via les canaux potassiques à large 
conductance sensibles au Ca2+ (BKca). Il a été démontré qu'un prétraitement à 10 nM 
d'Iberiotoxine (IbTx) qui est un bloqueur spécifique de ces canaux, réduisait la relaxation et 
l'hyperpolarisation induite par ces lipides (Benoit et ai, 2001). Des essais in vitro utilisant 
les bicouches lipidiques planes ont permis de démontrer que les EET activent directement 
les BKca en se liant à leurs sous-unités alpha augmentant ainsi leur probabilité d'ouverture 
(Fukao et ai, 2001). L'activation de ces canaux permet d'augmenter le courant K+ ce qui a 
pour effet dliyperpolariser les CML bronchiques ce qui facilite leur relaxation. Un autre 
mécanisme par lequel les EET relaxent les muscles lisses est via la modulation de la voie 
de la CPI-17. Ces lipides diminuent l'activité de cette protéine en empêchant sa 
phosphorylation par la PKC (Morin et a i , 2007).
Les effets anti-inflammatoires des EET passent par l'activation des "peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma” (PPARy) (Y. Liu et ai, 2005). Cette activation 
module négativement la voie de "nuclear factor-kappa B" (NFkB) qui est un facteur 
nucléaire impliqué dans la réponse inflammatoire et surexprimé dans plusieurs pathologies 
chroniques. NFkB est une protéine liée à son répresseur le "nuclear factor of kappa light 
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha" (IicBa) qui l'empêche de transloquer 
au noyau pour induire l'expression de plusieurs facteurs pro-inflammatoires (IL-2, IL-6 , 
COX-2) (Wang et a i, 2002). Suite à un stimulus, la protéine "IkB kinase" (IKK) 
phosphoryle IxBa qui se dissocie de NFkB avant d'être dégradé dans les protéosomes ce 
qui permet à NFkB d'être transloqué dans les noyaux. L'effet des EET sur PPARy mène à
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une surexpression d'IicBa et par conséquent à une diminution de la translocation de NFkB 
au noyau (Y. Liu et al, 2005; Wang et a i, 2002). Bien que les effets des EET soient bien 
identifiés et que ses mécanismes d'actions ont beaucoup été étudiés, les stimuli endogènes 
qui induisent la synthèse de ces lipides ne sont pas connus.
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Figure 5: Voie métabolique de l'acide arachidonique: Représentation des différentes 
voies métaboliques des dérivés de l'acide arachidonique comprenant les enzymes 
impliquées et les outils pharmacologiques disponibles pour moduler leur activité 
enzymatique. (Tiré de: (Corriveau et al., 2009))
Bradykinine
La Bradykinine (BK) est un peptide endogène de 9 acides aminés, membre de la famille des 
kinines. Il est synthétisé dans le plasma par la kallikréine à partir du kininogène qui est 
produit dans le foie et libéré dans le sang (Moreau et al., 2005). La kallikréine est une 
protéine synthétisée dans les reins et fait partie de la famille des sérine-protéases. La BK est 
principalement dégradée au niveau des poumons par des métalloprotéases telles que 
l'endopeptidase neutre (aussi appelée la neprilysine) et par l'enzyme de conversion de 
l'angiotensine (ECA) (Moreau et al., 2005). Elle est produite en réponse à l'inflammation, 
l'infection et aux dommages tissulaires et est rapidement métabolisée par ces enzymes de 
dégradation ayant un temps de demi-vie d'environ 15 secondes et un niveau circulant
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plasmatique inférieur à 10 pM (Maurer et al., 2011). Ce peptide a d'abord été caractérisé 
pour ses effets vasodilatateurs et anti-hypertensifs avant de découvrir qu'il avait également 
des effets antiprolifératifs et antifibrogéniques. Cependant, la BK est également connue 
pour avoir des effets délétères en participant à certains processus inflammatoires. Elle 
augmente la perméabilité vasculaire ce qui permet le passage de certains médiateurs au site 
d'inflammation et favorise l'angiœdème (Calixto et al., 2000). Ses effets physiologiques 
passent par l'activation de ses récepteurs à 7 domaines transmembranaires couplés aux 
protéines G appelés B1R et B2R. Le récepteur B1 est inductible en réponse à 
l'inflammation et aux dommages tissulaires principalement dus à l'action de l'IL-ip et du 
TNF-a et démontre une plus grande affinité à la Lys-des-Arg9-BK qu'à la BK (Marceau et 
Bachvarov, 1998). La Lys-des-Arg9-BK est un métabolite endogène physiologiquement 
actif de la Bradykinine également de 9 acides aminés dont la séquence peptidique 
correspond à celle de la BK et où l'arginine en position 9 a été clivée et où une lysine en 
position 1 a été ajoutée. Le récepteur B2 est exprimé de façon constitutive à la membrane 
de plusieurs types cellulaires tels que les cellules épithéliales, endothéliales et les cellules 
musculaires lisses. Les deux récepteurs sont couplés à une protéine G de type insensible à 
la toxine pertussis Gq dont la voie de signalisation passe par l'activation de la PLC-P 
(Marceau et Bachvarov, 1998). L'action de cette protéine, tel que décrit précédemment, 
produit l'IP3 qui, de par son action sur son récepteur canal au niveau du réticulum 
endoplasmique, induit la relâche de Ca2+ des stocks intracellulaires. La conséquence directe 
d'une augmentation de calcium intracellulaire dans une CML est la contraction de cette 
cellule. Donc, l'action directe de la BK sur ses récepteurs à la membrane des CML mène à 
la contraction musculaire (Regoli et Barabe, 1980). Cependant, il a été mentionné que la 
BK a des effets broncho et vasorelaxants. Ces effets sont provoqués par l'action de la BK 
sur ses récepteurs au niveau des cellules épithéliales et endothéliales. En effet, ce peptide 
est connu pour induire la synthèse d'EpDHF et d'EDHF tels que l'oxyde nitrique (NO) et la 
prostacycline (PGL) qui ont des effets relaxants des muscles lisses (Marceau et Bachvarov, 
1998). Une fois produit dans les cellules épithéliales, le NO diffuse à travers les membranes 
pour se rendre dans les CML bronchiques et activer la guanylate cyclase qui produit le 
guanosine mono-phosphate cyclique (GMPc). Le GMPc active la protéine kinase G (PKG) 
qui une fois activée, favorise le repompage de calcium intracellulaire dans le réticulum
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endoplasmique permettant ainsi la relaxation. Pour sa part, la PGI2 diffuse également vers 
les CML où elle active le récepteur IP dont la signalisation passe par l'activation de 
l'adénylate cyclase qui produit l'adénosine mono-phosphate cyclique (AMPc). L'AMPc 
active la PKA qui phosphoryle la MLCK la rendant inactive et ainsi l'empêche d'induire la 
contraction (Kopperud et a l, 2003). De plus, ce second messager facilite la relaxation des 
CML en diminuant la concentration cytosolique de Ca2+ et ce en favorisant la recapture du 
Ca2+ dans le réticulum endoplasmique ainsi que son extrusion de la cellule et en réduisant 
la relâche et l'entrée de cet ion des stocks intracellulaires et du milieu extracellulaire 
(Kopperud et al., 2003). Les mécanismes d'action de la BK au niveau des cellules 
épithéliales et l'effet des facteurs hyperpolarisants qu'elle induit sont schématisés à la 
Figure 6.
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R e l a x a t i o n
Figure 6: Signalisation cellulaire de la Bradykinine au niveau des cellules épithéliales 
bronchiques: Schéma représentant les médiateurs cellulaires activés dans les cellules 
épithéliales et de l'effet relaxant induit par l'action des seconds messagers au niveau des 
cellules musculaires lisses. (Modifié de: (Wang et al., 2002)).
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But et objectifs spécifiques du projet
Section I: Relation entre les effets de la Bradykinine et la synthèse endogène des EET.
Comme il a été mentionné précédemment, les EET sont des lipides ayant plusieurs effets 
bénéfiques au niveau pulmonaire que ce soit au niveau de la relaxation bronchique ou de 
leurs effets anti-inflammatoires. Bien que plusieurs mécanismes d'action aient été décrits 
pour expliquer les effets physiologiques des EET, nous ne savons toujours pas de quelles 
façons leur synthèse endogène est régulée. Dans l'optique de développer une approche 
thérapeutique ciblant cette voie métabolique, il est primordial de connaître les stimuli qui 
mènent à la production de ces lipides. Notre hypothèse de recherche est qu'il existerait une 
relation entre les effets de la bradykinine au niveau bronchique et la synthèse endogène des 
EET. Nous émettons cette hypothèse puisque les EET ont été proposés à titre d'EpDHF et 
qu'il a été démontré que la BK induit, suite à sa liaison à ses récepteurs sur les cellules 
épithéliales, la synthèse d'autres EpDHF tels que le NO et la PGI2. Le but du projet était 
donc de démontrer la relation potentielle entre la bradykinine et la production des EET.
Les objectifs spécifiques du projet étaient:
1. a. Quantifier et comparer les effets relaxants de la BK et du 14,15-EET exogène sur les 
bronchioles humaines par mesure de tension mécanique.
b. Évaluer les effets de différents inhibiteurs enzymatiques qui interfèrent avec la voie 
métabolique des dérivés époxydés de l'acide arachidonique sur la relaxation induite par la 
BK.
2. Mesurer les effets électrophysiologiques de la BK et du 14,15-EET sur des cellules 
musculaires lisses bronchiques en présence ou non de différents inhibiteurs.
Section II: Mise au point d'un nouveau modèle d'hyperréactivité bronchique induite.
Dans un autre ordre d'idées, plusieurs études des effets anti-inflammatoires des EET ont été 
réalisées dans des modèles d'hyperréactivité bronchique induite. Il a été démontré qu'un 
traitement de 48h à 10 ng/ml de TNFa induit une hyperréactivité et une augmentation de la
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sensibilité au Ca2+ significative des bronches traitées comparativement aux contrôles 
(Morin et al., 2008). De plus, il a été démontré qu'un traitement concomitant avec le 14,15- 
EET permet de diminuer les effets du TNF-a et induire un retour vers des valeurs de 
réactivité proches de celles en condition contrôle. Dans le but de caractériser plus 
spécifiquement les mécanismes impliqués dans la mise en place de l'hyperréactivité et de 
l'augmentation de la sensibilité au Ca2+, il était pertinent de mettre en place un nouveau 
modèle dliyperréactivité bronchique. Puisque l'IL-lJJ et l'IL-13 sont des cytokines 
inflammatoires impliquées dans plusieurs maladies inflammatoires chroniques, notamment 
dans l'asthme et la MPOC, elles représentent des avenues potentielles pour le 
développement de ce type de modèle de recherche. Le but de cette section du projet était 
de déterminer si l'IL-lp ou l'IL-13 sont de bons candidats pour le développement d'un 
nouveau modèle dltyperréactivité bronchique dans les bronchioles humaines en culture.
Les objectifs spécifiques de cette section du projet étaient:
1. Comparer la tension mécanique induite par différents agents pharmacologiques sur des 
bronches humaines traitées ou non avec 10 ng/ml d'IL-ip ou d'EL-13 pendant 48h.
2. Déterminer l'effet d'un traitement avec 10 ng/ml d'IL-13 pendant 48h sur la sensibilité au 
Ca2+ de bronches humaines.
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2. ARTICLE 1
Relationship between Bradykinin-induced relaxation and endogenous epoxy- 
eicosanoid synthesis in human bronchi
Yacine Tabet, Marco Sirois, Chantai Sirois, Edmond Rizcallah et Éric Rousseau.
Article publié dans "American Journal of Physiology, Lung cellular and molecular 
physiology" en avril 2013.
Avant-propos
Le projet de recherche qui a mené à l'article " Relationship between Bradykinin-induced 
relaxation and endogenous epoxy-eicosanoid synthesis in human bronchi" avait pour but 
initial d'éclaircir les mécanismes par lesquels l'organisme induit la production endogène des 
époxy-éicosanoïdes. L'élaboration de ce projet était justifiée par le fait que bien que les 
mécanismes d'action de ces lipides aient été bien caractérisés par plusieurs groupes de 
recherche, les stimuli qui régulent leur synthèse et leur dégradation demeurent inconnus. 
Dans le but de mettre en place des traitements ciblant cette voie métabolique, il était donc 
primordial de bien comprendre ces phénomènes. Les résultats obtenus sont le produit 
d'expérience réalisées principalement à partir de bronchioles humaines provenant de 
résections pulmonaires de patients subissant une chirurgie thoracique pour l'ablation d'une 
tumeur (adénocarcinome, épidermoïde). Ce projet a pu être réalisé grâce à la collaboration 
du service de chirurgie thoracique (Dr. Marco Sirois et Dre Chantai Sirois) qui procédait 
aux chirurgies pulmonaires ainsi qu'au département de pathologie (Dr. Edmond Rizcallah) 
qui analysait les échantillons et nous fournissait une section saine du lobe réséqué. Toutes 
les expérimentations et les analyses ainsi que la rédaction du manuscrit ont été réalisées par 
M. Yacine Tabet. Cet article a été révisé par Dr. Éric Rousseau qui est le chercheur 
principal de ce projet de recherche. L'article a été soumis le 14 novembre 2012 au 
"American Journal of Physiology, Lung cellular and molecular physiology", révisé et 
accepté le 4 février 2013 et publié en avril 2013.
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Résumé de l'article
Les époxy-éicosanoïdes (EET) sont des lipides endogènes connus pour avoir des effets 
anti-inflammatoires et broncho-relaxants très importants au niveau pulmonaire qui sont 
bénéfiques notamment dans le cas d'asthme. Leurs mécanismes d'action ont été bien décrits 
et ces molécules sont proposées à titre d'EpDHF principalement en raison de leurs effets sur 
les courants K+. Cependant, les mécanismes régulant leur synthèse et dégradation 
demeurent inconnus. La Bradykinine (BK) est un peptide connu pour induire la synthèse 
d'autres EpDHF et d'EDHF, tel que le NO et la PGL, au niveau pulmonaire ainsi qu'au 
niveau vasculaire via l'activation de ses récepteurs sur les cellules épithéliales et 
endothéliales respectivement. Notre hypothèse de recherche était que les effets 
physiologiques de la BK au niveau des bronchioles humaines passent en partie par la 
synthèse endogène des EET. Le but du projet était donc de démontrer la relation potentielle 
entre ces deux molécules. Les objectifs spécifiques étaient tout d'abord de comparer les 
niveaux de relaxation induits par ces deux molécules sur des bronchioles humaines. 
Ensuite, il a été question de mesurer les effets de certains inhibiteurs qui interfèrent dans la 
voie métabolique des EET sur les effets relaxants et électrophysiologiques de la BK sur des 
bronchioles humaines ainsi que sur des cellules épithéliales. Dans ce manuscrit nous 
démontrons que, en mesure de tension mécanique sur des bronchioles humaines pré­
contractées au U-46619 (agoniste stable du Thromboxane A2), la Bradykinine et le 14,15- 
EET induisent un niveau de relaxation similaire (approximativement de 45%) à 
concentration égale. De plus, ces deux molécules ont un cours de relaxation similaire, soit 
un effet relaxant d'environ 45% (à 1 pM) suivi d'un retour au plateau de contraction après 
environ 10 minutes. Nous avons ensuite démontré qu'un prétraitement avec l'Iberiotoxine 
(bloqueur spécifique des canaux BKca), le 14,15-EEZE (antagoniste des EET) ou le MS- 
PPOH (inhibiteur des CYP450 époxygénases) réduit significativement les effets relaxants 
de la BK sur des bronchioles humaines. L'inhibition de la synthèse endogène des EET par 
le MS-PPOH réduit également les effets hyperpolarisants de la BK sur les cellules 
musculaires lisses bronchiques (CMLB) ainsi que ses effets sur le potentiel 
transmembranaire des cellules épithéliales.
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Ces résultats montrent pour la première fois une relation entre l'action de la Bradykinine et 
la synthèse d'EET endogène à la fois sur l'activité fonctionnelle des bronches mais 
également sur les propriétés électrophysiologiques des CMLB et sur les cellules 
épithéliales. Une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents à la synthèse de 
ces lipides permettrait de mettre en place des traitements contre l'asthme plus spécifiques et 
mieux adaptés visant cette voie métabolique.
Article
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Running title: Bradykinin triggers EET production in human bronchi.
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ABSTRACT
Epoxy-eicosanoids (EETs) are produced by CYP 450 epoxygenase; however it is not yet 
known what triggers their endogenous production in epithelial cells. The relaxing effects of 
Bradykinin are known to be related to endogenous production of epithelial-derived 
hyperpolarizing factors (EpDHF). Because of their effects on membrane potential, EETs 
have been reported to be EpDHF candidates (9). Thus, we hypothesized that Bradykinin 
may stimulate endogenous EET production in human bronchi. To test this hypothesis, the 
relaxing and hyperpolarizing effects of Bradykinin (BK) and 14,15-EET were quantified on 
human bronchi, as well as the effects of various enzymatic inhibitors on these actions. One 
pM BK or 1 pM 14,15-EET induced a 45% relaxation on the tension induced by 30 nM U- 
46619 (a TP-receptor agonist). These BK-relaxing effects were reduced by 42% upon 
addition of 10 nM Iberiotoxin (a BKca channel blocker), by 27% following addition of 3 
pM 14,15-EEZE (an EET antagonist) and by 32% with 3 pM MS-PPOH (an epoxygenase 
inhibitor). Hence, BK and 14,15-EET display net hyperpolarizing effects on ASM cells, 
which are related to the activation of BKca channels and ultimately yielding to relaxation. 
Data also indicate that 3 pM MS-PPOH reduced the hyperpolarizing effects of BK by 50%. 
Together, the present data support the current hypothesis suggesting a direct relationship 
between BK and the production of EET regioisomers. Because of its potent anti­
inflammatory and relaxing properties, epoxy-eicosanoid signaling may represent a 
promising target in asthma and COPD.




The arachidonic acid (AA) pathway and its metabolites were first associated with adverse 
effects in lung diseases, such as asthma (16, 35, 36). AA is produced from membrane 
phospholipids by the phospholipase A2 (PLA2) and is metabolized into prostaglandins and 
leukotriens by cyclooxygenase and lipoxygenase, respectively (2, 29). These AA 
metabolites have been shown to be responsible for the induction of chronic lung 
inflammatory status and airway smooth muscle (ASM) hyperreactivity (13, 29). Other 
eicosanoids, however, conversely display beneficial effects. For instance, epoxy- 
eicosatrienoic acids (EET), produced by CYP450 epoxygenase, and 20-hydroxy- 
eicosatrienoic acid (20-HETE), produced by CYP450 co-hydroxylase, have been described 
as anti-inflammatory and broncho-relaxing agents (7,23,33).
EET regioisomers, which are AA epoxide metabolites, are produced in epithelial and 
endothelial cells by epoxygenases, mainly by CYP 450 2J2 and 2C9 isoforms (15, 37). 
They are metabolized in ASM cells and other cell types by the soluble epoxide hydrolase 
(sEH) into dihydroxyeicosatrienoic acids (DHET) which are inactive metabolites (6, 8, 39). 
Four different EET regioisomers, namely 5,6-, 8,9-, 11,12- and 14,15-EET, depending on 
the position of the epoxy group on the AA molecule, are found in numerous organs such as 
the lung, heart, kidney, liver, uterine myometrium and brain (14, 15, 39). Of note, 14,15- 
EET is the most abundant regioisomer in lung tissues and one of the most active from a 
functional standpoint (39).
EETs have been proposed as potential endothelial- and epithelial-derived hyperpolarizing 
factors (EDHF and EpDHF, respectively); because of their effects on membrane potential, 
mainly on K+ currents (4, 9). Their relaxing and hyperpolarizing effects are partially 
inhibited by 10 nM iberiotoxin (IbTx), a specific blocker of large conductance Ca2+- 
sensitive K+ channels (BKca) and it has been shown that a direct binding on this channel 
leads to an increase in its open probability (1,10, 24,38).
The relaxing effects of these compounds on ASM cells are mediated through their 
hyperpolarizing effects and the modulation of contractile regulatory proteins (23). EET 
treatments on human bronchi have been demonstrated to modulate the activity of the 17-kD
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myosin phosphatase inhibitor protein CPI-17 (23, 24). Following G-protein-coupled 
receptor (GPCR) activation, the subsequent rise in intracellular Ca2+ leads to the formation 
of Calcium/Calmodulin complexes, which activate myosin light chain kinase (MLCK). 
This activation in turn phosphorylates the 20 kDa myosin light chain resulting in acto- 
myosin interactions and contraction (32). GPCR activation can also induce PKC-dependent 
CPI-17 phosphorylation which leads to phosphorylation of the myosin phosphatase 
targeting protein MYPT-1 and resulting in the inhibition of MLCP, hence facilitating the 
maintenance of contractile tone (30, 32).
EETs have also been shown to display anti-inflammatory and anti-hyperreactive effects on 
human bronchi through specific activation of the peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma (PPARy) (18, 23, 25). Using an hyperreactive model of human bronchi induced by 
10 ng/ml TNFa treatments and tension measurements, our group demonstrated that 300 nM
14,15-EET significantly reduced TNFa-triggered hyperreactivity (23). Activation of the 
PPARy receptor also induces an up-regulation of IkBoc which inhibits the translocation of 
NF-kB into the nucleus (26, 34). Modulation of the NF-kB pathway decreases the 
expression of different pro-inflammatory cytokines and proteins, such as IL-2, IL-6 and 
COX2 (26,34).
Over the past decade, several mechanisms of action of EETs have been defined (1, 23, 24). 
However, it is still unknown which stimulus triggers their endogenous production in the 
human lung. Our working hypothesis stipulates the existence of a putative relationship 
between the activation of Bradykinin (BK) receptors and the endogenous production of 
EET. Indeed, EETs are suspected to be EpDHF molecules, while many groups have 
demonstrated that epithelial BK receptor activation induces the production of other 
EpDHFs, such as nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGI2) (4,19,27).
Bradykinin, a member of the kinin family, is a vasoactive nonapeptide produced in plasma 
by kallikrein, a subgroup of serine protease enzymes, from kininogen (produced in the 
liver) and is mainly metabolized in the lung by metalloproteases such as neutral 
endopeptidase (NEP or neprilysin) and Angiotensin-converting enzyme (ACE) (19,22, 28). 
BK is primarily produced in response to inflammation, infection or tissue injury (3, 12) and
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it is known to induce beneficial antihypertensive, antiproliferative and antifibrogenic 
effects (21, 22). However, adverse effects related to this peptide have also been reported 
such as an increase in vascular permeability by activating endothelial cells, which 
contribute to inflammatory processes and angioedema (3, 12). Its physiological effects are 
produced through the activation of two different GPCR receptors, namely B1R and B2R (S, 
20, 21). The latter B2R, which is constitutively expressed in many cell types, displays a 
higher affinity to BK than B1R (19, 20, 28). Conversely, B1R is an inducible receptor in 
response to tissue damage and inflammation. It's preferentially activated by des-Arg9-BK 
(5, 20). Both of their signaling pathways are related to the pertussis toxin-insensitive Gq 
type protein, which activates phospholipase C-p which in turn produces inositol 1,4,5- 
triphosphate and leads to intracellular Ca2+ release mainly through IP3 receptors (3,19,22). 
This mode of action on epithelial and endothelial cells stimulates the endogenous 
production of nitric oxide (NO) and prostacyclin (PGI2) which respectively trigger an 
increase in intracellular cyclic GMP and cyclic AMP, both resulting in smooth muscle 
relaxation (20,22).
The aim of the present study was to assess whether there is a relationship between 
Bradykinin stimulation and the endogenous production of EET in human bronchi using a 
well established in vitro model of cultured tissues (23), in which several mechanical and 
electrophysiological measurements were performed. Herein, we report the first evidence of 




Study population and lung resection samples: This study was approved by the institutional 
Ethics Committee of the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (protocol number: 
OS 088 S2-M2) and was designed in collaboration with the Service of Thoracic Surgery and 
the Department of Pathology. The experiments were primarily performed on healthy human 
lung tissues obtained from patients undergoing lobectomy or pneumonectomy for 
adenocarcinoma resection. All lung tissues used were from areas distant from the tumor site 
and devoid of any carcinoma cells as ascertained by the pathologist. Lungs from patients 
with hazardous risk of contamination, such as tuberculosis or SARM, were excluded from 
the study by the pathologists.
Tissue preparation and culture: Lung specimens were placed in a sterile saline solution and 
transported from the operating room to the pathology department. Following macroscopic 
analysis, a slice of the resection was provided by the pathologist, distant from the 
carcinoma, such as to ensure that there were no metastatic nodules. The resection was 
transported to the laboratory in a Krebs’s solution containing (in mM): 118 NaCl, 4.7 KC1, 
2.5 CaCh, 1.2 KH2PO4, 1.2 MgSC>4, 25 NaHCC>3, and 11.1 dextrose, at pH 7.4, Bronchi 
were thereafter dissected under binocular control in a level-2  culture room and transferred 
in 24-well culture plates containing Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) - F12 culture 
medium (1 ml/well) supplemented with 1% penicillin (10 IU/ml) and streptomycin (100 
pg/ml). All culture plates were maintained in a humidified incubator at 37°C under 5% CO2 
for a maximum cultured time of 18 hours to minimize epithelial damage and loss of 
reactivity until mechanical measurements were performed.
Mechanical tension measurements: Mechanical tension measurements were performed 
using an isolated organ bath system (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) as previously 
described (24). Bronchial rings were mounted in baths containing 6  ml Krebs solution 
maintained at 37°C and continuously gassed with carbogen (95% O2 / 5% CO2). A basal 
tension of 0.8 g was applied to each bronchi followed by an equilibration period of 30
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minutes with 3 washouts every 10 minutes. Passive and active tensions were assessed using 
FT03 Grass transducer systems coupled to Polyview software (Grass-Astro-Med Inc, West 
Warwick, RI) to allow data acquisition and analysis.
Microelectrode measurements: The transmembrane potential measurements were assessed 
using a microelectrode setup as previously described (4, 24). Bronchi were longitudinally 
cut and fixed in the middle chamber of a three-compartment system (3 ml capacity) with 
the luminal side and airway smooth muscle cells (ASMC) facing upward. Experiments 
were performed in a standard Krebs solution, maintained at 37°C and gassed with carbogen 
as described previously. After a 20-min equilibration period, membrane potential was 
measured using glass microelectrodes filled with 3 M KC1, with a resistance ranging from 
15 to 30 MD. Measurements were performed with a KS-G-700 amplifier (World Precision 
Instruments, Sarasota, FL) while continuously monitoring the electrical signals on a TDS 
310 oscilloscope (Tektroniks Inc., Beaverton, OR). The acquisition data were digitized and 
recorded using a Mini-Digidata interface and Axoscope 9.0 software from Axon 
Instruments (Union City, CA).
TEER measurements and cell culture: Trans-Epithelial Electrical Resistance (TEER) 
measurements were performed on A549 cells (Clonetics, San Diego, USA) grown at the 
air-liquid interface in Transwell plates (Coming, NY, USA) as previously described (11). 
The cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium (Invitrogen 
Inc., Burlington, Canada) at pH 7.4, supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 
1% penicillin-streptomycin (GIBCO, Burlington, Canada) at 37 °C in 5% CO2. TEER was 
measured between the apical and the basolateral compartment following the addition of 500 
pi RPMI medium in the apical chamber; with low resistance chopstick electrodes and an 
EVOM ohmmeter (World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA).
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Drugs and chemical reagents: 14,15-EET, 14,15-EEZE, Iberiotoxin and U-46619 were 
purchased from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI) and dissolved in 100% ethanol 
(EtOH). Lipids were stored at stock concentrations of 312, 308, 936 pM, respectively. 
Distilled water was used for 0.5 pM Iberiotoxin. Methacholine chloride (MCh) was 
purchased from Sigma (St. Louis, MO), dissolved in distilled water and stored as a 100 mM 
solution. DMEM-F12, BSA and penicillin-streptomycin were purchased from Gibco 
Invitrogen Corporation (Burlington, ON). RPMI medium was purchased from Invitrogen 
Inc. (Burlington, Canada). MS-PPOH was a gift from the laboratory of Dr John Falck 
(Southwestern Medical Center, Dallas), dissolved in 100% ethanol and stored as 10 pM 
stock solution. Bradykinin (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) powder was a gift 
from Dr Fernand Gobeil Jr (Université de Sherbrooke), dissolved in distilled water and 
stored as 10 mM stock solution.
Data analysis and statistics: Results are expressed as means ± SEM, with n indicating the 
number of experiments. Statistical analyses were performed with the Wilcoxon Signed 
Rank-test or one-way analysis of variance (ANOVA). Differences were considered 




Sample population. Among the 64 patients from which written informed consent was 
obtained for the collection of a lung resection sample following lobectomy or 
pneumonectomy, 43 specimens (67%) were suitable for mechanical and 
electrophysiological experiments and were thus included in this study. Among the 43 
resection samples processed, 68% were diagnosed for adenocarcinoma, while 21% were for 
epidermoid cancer. The remaining 11% were for non-small cell carcinoma, 
mucoepidermoid cancer and a single colon cancer metastasis. In all cases, specimens 
retrieved for the experiments performed herein were taken well distant from the tumor, as 
reported previously (23).
Relaxing effects o f BK and 14,15-EET on human bronchi. Fresh human bronchi were 
mounted in an isolated organ bath system for isometric tension measurements in order to 
assess their physiological reactivity and pharmacological properties. Bronchi were first 
challenged with 1 pM MCh to test ASM reactivity. Bronchi were then pre-contracted with 
30 nM of the TP-receptor agonist U-46619 prior to addition of either 1 pM BK or 1 pM
14,15-EET (Fig. 7A), both latter conditions inducing significant transient relaxations. 
Figure 7B shows a bar histogram of the mean tensions induced by 30 nM U-46619 with a 
mean value of 0.35 ± 0.07 g for the first challenge and 0.39 ± 0.07 g for the second 
challenge, along with the residual tension, following the addition of 1 pM BK (0.17 ± 0.03 
g) and lpM 14,15-EET (0.18 ± 0.02 g). Figure 7C quantifies the mean relative relaxing 
effects of BK and 14,15-EET, which resulted in inhibitory effects of 44.8 ± 2.8% and 41.7 
± 6.4% respectively, on the tension developed by U-46619. Thus at the concentration used, 
both molecules induced similar relaxing effects. Of note, 1 pM BK had no relaxing effect 
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F igu re  7: R elaxing effect o f  14,15-EET an d  B rad y k in in  (B K ) on h u m an  b ronch i p re -co n trac ted  w ith  U- 
46619. A) Representative recordings o f  B K  and 14,15-EET relaxation on hum an bronchi pre-contracted with 
30 nM  U-46619. B) B ar histogram displaying the contractile effect o f  30 nM  U -46619 and residual tension 
following addition o f  1 pM  14,15-EET and 1 pM  BK. C ) Quantification o f  14,15-EET and BK relaxations as 
a percentage o f  the tension triggered by  30 nM  U-46619.
Concentration-dependent relaxing effects o f Bradykinin and 14,15-EET. Isometric tension 
measurements were also performed to determine the effect of cumulative concentrations of
14,15-EET on pre-contracted human bronchi. A concentration of 30 nM U-46619 was 
consistently used to stimulate the bronchial rings and upon reaching a plateau, cumulative 
concentrations of 14,15-EET (from 0.01 to 3 pM) were sequentially added, resulting in 
concentration-dependent relaxations (Fig. 8A). A similar set of experiments was also 
performed with cumulative concentrations of BK (Fig. 8B). While Figure 8C shows the 
cumulative concentration response curve (CCRC) to BK and 14,15-EET. Curve fittings 
allowed to calculate an apparent IC50 value of 0.28 ±0.01 and 0.27 ± 0.01 pM, respectively
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for BK and 14,15-EET on pharmacologically-induced tone. Of note were the striking 













F ig u re  8: E ffect o f  cum ulative co n cen tra tion-response  cu rves (C C R C ) to  B radyk in in  an d  14,15-EET on 
h u m an  bronchi. A) Representative trace o f  the concentration-dependent relaxing effect o f  14,15-EET and B) 
B K  on a  hum an bronchus pre-contracted w ith 30 nM  U -46619. C ) Quantification o f  CCRC to B K  and 14,15- 
EE T  allowed to  determine IC50 values o f  0.28 and 0.27 pM  respectively, on die tension developed upon TP 
receptor stimulation.
Effect o f various inhibitors on U-46619 and BK mechanical responses. The effects of 
various inhibitors interacting with the EET signaling pathway were assessed on both U- 
46619-induced tension and BK relaxing effects. Figure 9A  illustrates representative 
recordings of BK-relaxing effects on pre-contracted human bronchi, in the absence 
(control, left panel) and the presence of 3 pM N-methanesulfonyl-6-(2- 
propargyloxyphenyl) hexanamide (MS-PPOH), a CYP450 epoxygenase inhibitor (right 
panel). Pre-treatment with MS-PPOH reduced the relaxing tension induced by 1 pM BK.
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In these sets of experiments, each bronchus served as its own control. Quantitative analysis 
revealed that in control conditions, 30 nM U-46619 induced an average tension of 0.28 ± 
0.04 g (Fig. 9B) whereas following pre-treatment with 10 nM Iberiotoxin (IbTx), a specific 
BKca blocker, the tonic response to 30 nM U-46619 was significantly increased by 42.1% 
as compared to control. Pre-treatment with 3 pM 14,15-epoxyeicosa-5(Z)-enoic acid 
(14,15-EEZE), an antagonist of EET effects (24), had no effect on the tension induced by 
30 nM U-46619, while 3 pM MS-PPOH pre-treatment induced a mean increase of 42.7% 
as compared to control (Fig. 9B). Under control conditions, the relaxing effect generated by 
Bradykinin represented 43.6 ± 2.6% of the tension developed by 30 nM U-46619 (Fig. 9C). 
Moreover, the mean relaxing effects of Bradykinin on 10 nM IbTx, 3 pM 14,15-EEZE and 
3 pM MS-PPOH pre-treated bronchi were 25.0 ± 2.8%, 31.9 ± 4.7% and 29.5 ± 3.2%, 
respectively. Lastly, inhibitors displayed a marked reduction in BK relaxing effects of 
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F igure  9: Effects o f  various inh ib ito rs on  th e  re lax ing  effect o f  B rad y k in in  on  h u m an  b ronch i p re­
con trac ted  w ith  U-46619. A) Representative trace o f  the B K  relaxing effect in the absence or presence o f  die 
epoxygenase inhibitor 3 pM  MS-PPOH. B) B ar H istogram  showing the effect o f  pre-treatm ent with 10 nM 
IbTx (a specific B K ç, blocker), 3 pM  14,15-EEZE (an  antagonist o f  EET effects) and 3 pM  M S-PPOH on die 
tension induced by  30 nM  U-46619 on hum an bronchi. C ) Quantification o f  die B K  relaxing effect in the 
absence or presence o f  these inhibitors.
Effect o f an epoxygenase inhibitor on the hyperpolarizing effect o f Bradykinin. 
Microelectrode experiments were performed to assess the effect of the CYP450 
epoxygenase inhibitor MS-PPOH on the hyperpolarizing effect of BK on ASM cells. 
Figure 10A shows a functional diagram of the microelectrode recording system. The right 
compartment corresponds to the degassing chamber of the perfusion system, the middle 
chamber, corresponding to the recording compartment, was perfused by a constant laminar 
flow (3 ml /min), while the left compartment contained the physiological solution for which 
the level was maintained by low suction. Figure 10B displays representative traces of the
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hyperpolarizing effect of BK in the absence (control) or presence of 3 pM MS-PPOH, 
while mean responses are quantified in a bar histogram (Fig. IOC). The average membrane 
potential under control condition (without treatment) was -46.9 ±1 .2  mV, while the 
addition of 3 pM BK induced a 16.1 ± 1.1 mV hyperpolarization, which led to an average 
membrane potential of -63.0 ± 2.2 mV. When the bronchi were pre-treated for 15 minutes 
with 3 pM MS-PPOH, the hyperpolarizing effect of BK (-9.2 ± 0.5 mV) was reduced by 
42.9% (Fig. 10C). All recordings were validated at the end of each measurement upon 
removal of the microelectrode from the tissue and consisted in a mandatory return of the 
reference potential to value of 0 ± 2 mV. Note that 3 pM BK had no hyperpolarizing effect 
upon removal of epithelial cells (data not illustrated).
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F igure  10: E ffec t o f  M S-PPO H  on th e  h y p erp o la riz in g  effect o f  B rad y k in in  on a irw ay  sm ooth m uscle 
cells. A ) Schematic diagram displaying the  three com partm ents o f  the microelectrode system. B) 
Representative traces o f  B K  hyperpolarization in the absence o r presence o f  3 pM  M S-PPOH. The 
epoxygenase inhibitor was perfiised for 15 m inutes prior to the com bined supervision w ith BK. C ) 
Quantification o f  the effect o f  3 pM  M S-PPO H  on  die hyperpolarizing effects o f  BK.
Inhibition o f endogenous EET synthesis on BK-induced trans-epithelial resistance. TEER 
measurements were performed to assess the effect of CYP450 epoxygenase inhibitor pre- 
treatment on the effect of BK on trans-epithelial resistance. Figure 11A shows the 
functional diagram of the TEER system with the transwell plates in which epithelial A549
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cells were grown and the low resistances connected to the ohmmeter. Compared to the 
control value (157.8 ± 3.2 Ohm), 3 pM BK induced a significant reduction in trans- 
epithelial resistance as a function of time with a maximum reduction of 20.1 ±1.4 Ohm 
after three minutes (Fig. 1 IB). Following a 15-min pre-treatment with 3 pM MS-PPOH, 3 
pM BK induced a maximal reduction in trans-epithelial resistance of approximately 9.9 ± 
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F igure 11: E ffect o f  CYP450 epoxygenase in h ib ito r  o n  the  effect o f  B radyk in in  on trans-ep ithe lia l 
resistance in  A549 cells. A) Schematic representation o f  a transwell and the TEER m easurement system 
between tw o low resistance electrodes (see m ethods section). B) Quantification o f  the effect o f  BK in the 
absence or presence o f  3 pM  MS-PPOH on trans-epithelial resistance as a  function o f  time.
40
DISCUSSION
In the present study, we assessed the putative relationship between the mode of action of 
Bradykinin and endogenous EET production on the functional properties of human bronchi. 
The most relevant finding of this work is that a reduction in EET bioavailability 
significantly reduced the effects of BK on both tone and electrophysiological parameters. 
For the first time, we report that both BK and 14,15-EET trigger relaxing effects of similar 
amplitude, time course and IC50. Furthermore, we demonstrate that treatments with 
inhibitors which interfere with the signaling pathway of EET, such as a BKca channel 
blocker and a CYP450 epoxygenase inhibitor, increase TP-receptor-induced tension and 
reduce BK-stimulated relaxation in human bronchi. These finding strongly suggest a 
possible relationship between Bradykinin stimulation and endogenous EET production in 
human epithelial and ASM cells.
Comparative effects o f Bradykinin and 14,15-EET. It has been suggested that EETs could 
represent a valuable therapeutic target because of their beneficial effects on smooth muscle 
cells (13, 33) as well as for their anti-inflammatory actions on coronary artery and human 
bronchi (7, 25). In order to develop this specific approach, it was of prime interest to first 
establish which ligand and endogenous mechanisms trigger EET regioisomer synthesis. 
Because of their hyperpolarizing effects on membrane potential, EETs have been proposed 
as epithelial-derived hyperpolarizing factors (EpDHF) (4, 9), while BK is well known to 
induce the production of other EpDHF candidates (19,27).
In this study, we first compared the relaxing effects of both compounds. Both Bradykinin 
as well as exogenous 14,15-EET relaxed U-46619 pre-contracted human bronchi. On the 
one hand, the transient relaxing effects of EET are likely related to a rapid hydrolysis of the 
EET epoxide group by sEH which in turn produces the biologically inactive DHET (6 ). As 
for the relaxing effect of BK, its action could be explained by either an inactivation of BK 
receptors, the transient production of relaxing compounds (NO, PGI2) or by the degradation 
of EET. Results further revealed that both BK and EETs induced the same relaxing time 
course on pre-contracted human bronchi, hence providing the first clue as to the putative 
relationship between these relaxing agents. Given the lack of significant difference between
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the relaxing effects of both molecules (44.8 ± 2.8 % for 1 pM BK and 41.7 ± 6.4 % for 1 
pM 14,15-EET), we proceeded to further pursue their potential relationship. Hence, the 
effect of the combined addition of both compounds (1 pM) on U-46619 pre-contracted 
human bronchi was assessed, with no observable difference found between the relaxing 
effects of both molecules, alone or in combination (44.2 ± 4.3%).
Inhibitors and blockers modify the mechanical responses o f U-46619 and BK  There are 
several inhibitors that can be used to interact with the arachidonic acid metabolic pathway 
or with its effectors (such as membrane ionic channels or epoxy-eicosanoid antagonists). 
Indeed, our data demonstrate that the mean tonic responses to the TP receptor agonist U- 
46619 were significantly increased when BKca channels were blocked with 10 nM IbTx. 
The use of IbTx decreases membrane K+ conductance which likely facilitates SMC 
depolarization hence leading to increased tension. This ion blocker was also found to 
reduce the relaxing effect of BK by 42.6 %. This result is in agreement with a previous 
observation by Liu et al., (17) on cultured smooth muscle cells thus indicating that both BK 
and EETs act trough the activation of this large conducting K+ channel.
In contrast to our expectations, a 10-min pre-treatment with the EET antagonist 14,15- 
EEZE had no significant effect on U-46619-induced tension. It was anticipated that the 
inhibition of the effect of EET by the antagonist would increase TP-receptor-induced 
tension because of the potential opposing effects between these lipid mediators (31). On the 
other hand, 14,15-EEZE pre-treatment did have a significant inhibitory effect on BK 
induced relaxation.
It was previously shown that a 15-min pre-treatment with 3 pM MS-PPOH (a CYP450 
epoxygenase inhibitor which minimizes the endogenous production of EETs) (23, 24) 
significantly increased U-46619-induced tension in human bronchi (31). We now 
demonstrate that CYP450 epoxygenase inhibition, which leads to a decrease in EET 
bioavailability, significantly reduced BK-induced relaxation (as reported in Figure 9C). 
Altogether these data strongly suggest a relationship between the effects of Bradykinin and 
the endogenous production of EET on functional properties in human bronchi. However, 
MS-PPOH only partially inhibited the relaxing effects of BK (32.3%). The residual effect 
observed is likely due to synthesis of other EpDHFs stimulated by BK. Indeed, as we
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previously reported, BK induces NO and PGfe synthesis. In presence of MS-PPOH, these 
molecules are produced following BK stimulation and maintain their physiological effects 
which consist of cell membrane hyperpolarization leading to smooth muscle cells 
relaxation.
Hyperpolarization by BK is partially reversed by CYP 450 epoxygenase inhibitor. It has 
been shown that Bradykinin activates BKc# channels and hyperpolarizes ASM cells (17). 
We therefore performed microelectrode measurements in order to assess whether the 
endogenous production of EET may be involved in this effect. Our data demonstrate that 
blocking EET production with the epoxygenase inhibitor MS-PPOH significantly reduced 
the hyperpolarization of ASM cells by BK. These results indicate that the effects of BK on 
smooth muscle cells are partially achieved through the synthesis of arachidonic acid- 
derived epoxide metabolites. We suspect that this effect on membrane potential may be 
related to the activation of BK receptors on epithelial cells, since epithelial layer removal 
abolished the electrophysiological and mechanical responses, hence justifying the pursuit of 
experiments on human epithelial cells.
The effect o f BK on trans-epithelial resistance is modulated by MS-PPOH. The data 
presented herein demonstrate a relationship between the effects of BK and the synthesis of 
EET in the functional activities of bronchi and in ASM electrophysiological properties. As 
reported previously, bronchial EET synthesis occurs in epithelial cells which express 
CYP450 epoxygenase (15). Moreover, it is well established that activation of BK receptors 
on epithelial cells leads to EpDHF release (19). In a complementary set of experiments, we 
attempted to demonstrate that the relationship previously observed between BK and EETs 
also exists in epithelial cells. To confirm this working hypothesis, trans-epithelial electrical 
resistance (TEER) measurements were preformed on epithelial cells treated with 
Bradykinin in absence or presence of the CYP epoxygenase inhibitor MS-PPOH. These 
experiments were performed on A549 cells which are adenocarcinoma-derived human 
alveolar basal epithelial cells. In the absence of BK treatment, the mean trans-epithelial 
resistance was fairly low at 157.8 G. A 15-min treatment with MS-PPOH alone induced a 
slight non-significant increase (160.8 G). However, upon addition of 3 pM BK, a slow
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decrease in resistance was recorded which was significant after 1 minute until the 4th 
minute; followed by a rapid recovery to control values after 5 minutes. Such rapid recovery 
kinetics suggests the presence of an efficient biochemical process which could modify 
either the effects of BK and/or EET signaling and in which the role of sEH could be 
suspected.
Together these data confirm that Bradykinin stimulation of airway epithelial cells likely 
induces endogenous EET synthesis. One mechanism to explain this observation would be 
that activation of BK receptors on epithelial cells induces an increase in intracellular Ca2+ 
(28). Indeed, it has been shown that the activation of specific PLA2 isoforms is calcium- 
dependent (2). This PLA2 activation leads to an increase in arachidonic acid substrate 
availability to be metabolized by CYP450 epoxygenase into EET. However, arachidonic 
acid can be metabolized into various compounds. Our current data are consistent with our 
working hypothesis stating that activation by BK directly (or indirectly) stimulates an 
increase in epoxygenase activity which leads to EET synthesis and enhanced relaxation. 
Further investigations, such as liquid chromatography (LC) or gas chromatography-tandem 
mass spectrometry (GC-MS-MS)-based measurements, are warranted to further establish 
this specific aspect.
CONCLUSION
In summary, despite 30 years of intensive research to fully understand the mode of action 
of Bradykinin, certain effectors remain to be identified. Whereas our previous studies had 
enabled to uncover the implication and roles of EET regioisomers in the bronchial wall (23, 
24), we now demonstrate an increased bioavailability of EET in lung tissues in response to 
Bradykinin. Our current data also suggest that EETs display potent paracrine and autocrine 
biological activities in vitro. Such data from this emerging field of research may provide 
alternative options for the prevention and treatment of asthma and COPD.
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Cette section comprend d'une part des résultats complémentaires au projet abordé dans 
l'article présenté précédemment. Le but de ces résultats supplémentaires était d'abord de 
tester les effets relaxants de l'ajout conjoint de Bradykinine et du 14,15-EET sur des 
bronches humaines et également de démontrer que les effets observés de la Bradykinine 
sont dus à son l'action sur les cellules épithéliales bronchiques. Cette partie comprend 
également les résultats d'une autre section du projet qui, comme il a été mentionné dans 
l'introduction, avait pour but de mettre en place un nouveau modèle dliyperréactivité 
bronchique induite en utilisant l'EL-ip ou l'IL-13. Dans notre laboratoire, il a été démontré 
qu'un traitement au TNFa de 48h induit une augmentation de la réactivité des bronches 
h u m a in e s  qui est résolue par un co-traitement au 14,15-EET. L'idée de développer un 
nouveau modèle est de caractériser plus spécifiquement les effets anti-inflammatoires et les 
mécanismes par lesquels les époxy-éicosanoïdes réduisent l'hyperréactivité bronchique.
Matériels et méthodes additionnels
Préparation et traitement des tissus: Les tissus pulmonaires ont été manipulés tel que 
détaillé dans la section "Tissue preparation and culture” de la partie "Methods" du 
manuscrit. Pour cette série d'expériences, les bronchioles distales étaient disséquées et 
mises en culture dans des plaques de 24 puits avec 1 ml de milieu Dulbecco ’s modified 
Eagle’s (DMEM) - F12 supplémenté avec 1% de pénicilline (10 IU/ml) et streptomycine 
(100 pg/ml) par puits. Les bronches étaient cultivées pendant 48h en présence ou non de 
différents traitements dans le but d'induire une hyperréactivité ou de réduire l'inflammation 
et leur réactivités aux agents contracturants. Les bronches étaient traitées avec soit 10 ng/ml 
de TNFa, IL-ip, IL-13; 100 nM de 15(R)-épi-Lipoxine A4 (LXA*) ou conjointement avec 
du TNFa et du LXA4. Les milieux de culture étaient changés toutes les 24h. D est très 
important de ne pas ajouter de FBS dans le milieu puisque les molécules de nos traitements 
se lieront à l'albumine ce qui diminue leur disponibilité pour agir sur le tissu.
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Produits chimiques et agents pharmacologiques: Les cytokines TNFa et IL-10 ont été 
achetées chez R and D Systems (Minneapolis, MS) et les deux ont été diluées dans du PBS 
stérile et entreposées à -20°C à des concentrations de 100 et de 50 pg/ml, respectivement. 
Pour ce qui est de l'IL-13, elle a été acheté chez Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, 
MA) et a été diluée dans du PBS stérile et entreposée à -20°C à une concentration de 60 
pg/ml. La 5(S),6(R),15(R)-Lipoxin A4 a été achetée chez Cayman Chemical (Ann Arbor, 
MI) et reçu diluée dans l'éthanol à 100% à une concentration de 283.7 pM et entreposée à - 
80°C.
Analyses statistiques: Tous les résultats sont présentés en moyenne ± SEM (erreur standard 
de la moyenne) où n représente le nombre de tissus testés. L'analyse statistique des résultats 
a été mesurée par un test t de Student dans le cas où on comparait l'effet d'un traitement à 
un résultat contrôle et mesurée par un test de Wilcoxon Signed Rank-test lorsque les tissus 
étaient leur propre contrôle. La différence était considérée significative pour p < 0.05. 
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Sigma Plot 12.0 (SPSS- 
Science, Chicago, IL)
Résultats complémentaires
Partie 1: Suite du projet portant sur la relation entre la Bradykinine et le EET
Effet relaxant de l'ajout conjoint de Bradykinine et de 14,15-EET sur des bronchioles 
humaines pré-contractées au U-46619: Dans ces expériences, nous avons voulu déterminer 
si l'administration conjointe de BK et de 14,15-EET induisait un effet relaxant additif sur 
des bronchioles humaines pré-contractées avec 30 nM dU-46619. Nous avons donc 
reproduit l'expérience présentée à la Figure 7C du manuscrit en ajoutant simultanément les 
deux agents. Dans la Figure 12 il est possible d'observer que 1 pM de Bradykinine seul 
induit une relaxation de 44.8 ± 2.8% alors que 1 pM de 14,15-EET induit 41.7 ± 6.4% de 
relaxation. L'ajout conjoint de ces deux agents à la même concentration induit une
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relaxation de 44.2 ± 4.3%. Il n'y a aucune différence significative observée entre les 
résultats de chaque condition selon un Wilcoxon Signed Rank test.
F igu re  12: E ffe t re lax an t de l 'a jo u t co n jo in t d e  B radyk in ine e t  de  14,15-EET su r  des bronchio les 
hum aines p ré-con tractées an  U-46619. Q uantification p ar mesures de tension mécanique dans des bains à  
organe isolé de l'effet de lp M  de B K  ou de 1 pM  de 14,15-EET administrés seul ou en combinaison. Les 
valeurs sont présentées en pourcentage de relaxation de la tension induite par 30 nM  dU -4 6 6 19.
Effet de la Bracfykinine au niveau de l'activité fonctionnelle de bronchioles humaines 
dépourvues de leur épithélium: Nous avons voulu déterminer l'effet de la destruction de 
l'épithélium bronchique sur l'action de la BK. Pour cela, nous avons donc retiré 
mécaniquement l'épithélium de chaque bronche à l'aide d'un coton-tige sec avant de les 
monter dans un système de bains à organes isolés. Les bronches étaient ensuite pré­
contractées avec 30 nM dU-46619 avant d'y ajouter 1 pM de Bradykinine lorsque le 
plateau de contraction était atteint. Sur la Figure 13A on mesure une tension induite de 0.32 





l'ajout de 1 pM de BK (n = 8). Nous avons par la suite testé l'effet de la BK sur le tonus de 
base (ajusté à 0.8 g) de bronchioles dénudées d'épithélium. Nous avons procédé à l'ajout 
successif de concentration croissante de BK. Le tracé de la Figure 13B montre que l'ajout 
de 0.3 pM de BK induit 0.06 g de tension, 1 pM induit 0.07 g alors que 3 pM induit 0.11 g 
de tension mécanique. Cette expérience a été reproduite avec un n = 9 avec des valeurs 
moyennes pour les 3 différentes concentrations de BK (0.3,1 et 3 pM) égales à 0.06 ± 0.01 
g, 0.09 ± 0.02 g et 0.11 ± 0.02 g, respectivement.
F igure  13: E ffet de la B radykin ine s u r  le to n u s  con trac tile  ou le to n u s  de  base  d e  bronchioles hum aines 
dénudées d 'ép ithé lium  m esuré dan s u n  systèm e de  ba in  à  o rgane  isolé. A ) Effet de 1 pM  de B K  sur des
bronchioles humaines dénudées d'épithélium  et pré-contractées avec 30 nM  dU -46619. B) Effet 
concentration-dépendant de la BK sur le tonus de base (ajusté à  0.8 g) de bronchioles humaines dénudées de 
leur épithélium.
Partie 2: Mise en place d'un nouveau modèle d'hyperréactivité bronchique induite.
Effet d'un prétraitement à l'IL-lfi sur la réactivité des bronchioles humaines: Les 
bronchioles une fois disséquées étaient mises en culture en présence ou non de 1 0  ng/ml 
d'IL-ip pendant 48h afin de mimer ce qui pourrait se passer lors de l’inflammation et 
d'induire un éventuel profil hyper réactif (Morin et al., 2008). Les bronchioles étaient 
ensuite montées dans des bains à organes isolés et tendues à une tension de base de 0 .8  g 
afin de mesurer l'activité mécanique en réponse à la stimulation à différents agents 
pharmacologiques. Après une période contrôle de stabilisation de 30 minutes, elles étaient 





contractile des fibres musculaires lisses (les valeurs de cette réponse initiale ne sont pas 
présentées dans la Figure 14). Une seconde stimulation avec 1 pM de MCh était faite afin 
de mesurer la tension réelle induite en réponse à ce stimulus dont la valeur moyenne était 
de 0.17 ± 0.05 g pour les bronches contrôle et de 0.16 ± 0.02 g pour les bronches traitées à 
l'IL-ip (Fig. 14). En réponse à 1 pM dHistamine, les bronches contrôles ont développées 
une tension de 0.35 ± 0.07 g comparativement à 0.26 ± 0.04 g pour les traitées alors qu'avec 
30 nM dU-46619 la tension moyenne était de 0.37 ± 0.09 g et de 0.29 ± 0.05 g pour les 
contrôles et les traitées à l'IL-lp respectivement. Enfin, suite à la stimulation à 80 mM de 
KC1, une réponse de 0.34 ± 0.06 g dans le cas des contrôles et de 0.29 ± 0.03 g pour les 
traitées a été observée. Dans ce lot d'expériences, aucune différence entre la réactivité des 
bronches contrôles et traitées ne s'est avérée significative d'après à un test t de Student. 
L’ILip ayant plutôt une tendance vers un effet inhibiteur.
Contrôles (cultivées 48h)
Traitées à 10 ng/ml IL-ip pendant 48h
£  0,4
F igure  14: R éactiv ité  des bronchioles h u m ain es, p a r  m esure de  tension  m écanique, suite  à  un 
p ré tra item en t à  l 'IL - ip  p en d an t 48h. H istogram m e de barres représentant la  réactivité de bronchioles 
humaines à  différents agents pharmacologiques en  conditions contrôles (barres noires) ou traitées avec 10 
ng/m l d lL - ip  pendant 48h (barres grises).
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Effet d’un prétraitement à l ’lL-13 sur la réactivité des bronchioles humaines: Nous avons 
voulu analyser l'effet d'un prétraitement à l'IL-13 sur la réponse contractile des bronchioles 
humaines afin de déterminer si cette cytokine représente une bonne avenue dans le but de 
développer un modèle d'hyperréactivité bronchique (Morin et al., 2008; Tliba et al., 2003). 
Les bronches ont donc encore une fois été mises en culture pendant 48h en présence ou non 
de 10 ng/ml d'IL-13. Une fois montée dans le système de bains à organes isolés avec une 
tension de base imposée à 0.8 g, elles ont d'abord été stimulées à 1 pM MCh afin d'activer 
les fibres musculaires lisses (ces résultats ne sont pas présentés). Elles ont ensuite été 
stimulées par différents agents pharmacologiques afin de comparer la réponse contractile 
des bronches contrôles à celles traitées à l'IL-13 (Fig. 15A). La seconde stimulation à 1 pM 
MCh a induit 0.17 ± 0.03 g et 0.30 ± 0.04 g de tension chez les bronches contrôles et 
traitées respectivement ce qui représente une augmentation moyenne de 76% alors que 1 
pM d'Histamine à induit 0.29 ± 0.04 g et 0.49 ± 0.05 g de tension pour les mêmes 
conditions donc une augmentation de 69% (Fig. 15B). Enfin, la tension induite par 30 nM 
dU-46619 était de 0.34 ± 0.04 g pour les contrôles comparativement à 0.57 ± 0.04 g pour 
les traitées (augmentation de 68%). Toutes les différences entre les tensions induites par les 
bronches contrôles et traitées étaient significatives (p < 0.01) d'après un test t de Student.
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Contrôle, mise en culture 48h Traitée avec 10 ng/ml d’IL-13,48h
0.1 g
6 min




Traitées à 10 ng/ml IL-13,48h
n -2 1
F ig u re  15: E ffet d 'u n  p ré tra item en t à l'IL -13  s u r  la  réac tiv ité  des bronch io les hum aines m esuré  dans 
u n  systèm e de  bain  à organe isolé: A) Représentation d'un tracé de tension induite par 30 nM  dU -46619 sur 
des bronches contrôles cultivées 48h (tracé de gauche) par rapport à  des bronches traitées à  10 ng/ml d'IL-13 
pendant 48h (tracé de droite). B) Histogramme de barres représentant la quantification de la tension induite 
par différents agents pharmacologiques (M étacholine, H istam ine et U -46619) sur des bronches contrôles 
(barres noires) comparativement à  des bronches traitées à  l'IL-13 (barres grises). ** p  <  0.01.
Effet d'un prétraitement à la LXA4 sur l'hyperréactivité bronchique induite par le TNFœ 
Nous avons voulu tout d'abord induire une hyperréactivité bronchique en traitant des 
bronches humaines au TNFa (Morin et al., 2008) puis déterminer si un prétraitement 
conjoint avec cette cytokines et la 15(R)-épi-Lipoxin A4 (LXA4) permettait de réduire cette
58
hyperréactivité induite par le TNFa. Nous avons donc mis en culture les bronches pendant 
48h soit sans traitement (contrôles), avec 10 ng/ml de TNFa ou avec 10 ng/ml de TNFa + 
100 nM de 15(R)-epi-LXA4. Les bronches étaient par la suite montées dans un système de 
bain à organes isolés tel qu’expliqué précédemment et ensuite stimulées par différents 
agents pharmacologiques. Les agents utilisés étaient les mêmes que ceux décrits pour 
l'expérimentation de mise en place d'un modèle dliyperréactivité induite par un 
prétraitement à l'IL-13. La Figure 16A et B montre les cours des tensions induites par 1 pM 
d'Histamine et de 30 nM dTJ-46619 respectivement dans les trois différentes conditions 
expérimentales. La quantification des tensions est présentée à la Figure 16C sous forme 
d'histogramme de barres. Elle montre qu'en condition contrôle, la tension moyenne 
développée par 1 pM de MCh, 1 pM d'Histamine et 30 nM d'U-46619 étaient 
respectivement de 0.19 ± 0.03 g, 0.28 ± 0.04 g et de 0.34 ± 0.04 g. Alors que suite à un 
prétraitement au TNFa, les réponses contractiles aux mêmes agents étaient respectivement 
de 0.31 ± 0.04 g, 0.45 ± 0.07 g et de 0.55 ± 0.07 g ce qui représente 63%, 61% et 62% 
d'augmentation par rapport aux contrôles. Enfin, lorsque nous prétraitions en combinant le 
TNFa à la LXA*, nous obtenions 0.17 ± 0.02 g, 0.27 ± 0.03 g et de 0.36 ± 0.04 g ce qui 
représente 45%, 40% et 35% de diminution par rapport aux réponses des bronches traitées 
au TNFa seul, ce qui correspond aux valeurs de tensions induites par les bronches 
contrôles. L'augmentation de la tension des bronches traitées au TNFa par rapport aux 
contrôles est significative (p < 0.05) selon un test t de Student. La significativité n'est pas 
indiquée dans le graphique afin de faciliter la lecture et puisque ce résultats a déjà été 
démontré et publié (Morin et al., 2008). La diminution de la réponse contractile des 
bronches traitées au TNFa et à la LXA4 comparativement à celles traitées au TNFa seul 
est également significative selon un test t de Student. Le n représente le nombre de 
bronches testées pour chaque condition.
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bronches testées pour chaque condition.
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------------Control*
-----------  10 ng/ml TNFa
............... 10 ng/ml TNFa + 100 nM LXA*





-----------  10 ng/ml TNFa








10 ng/ml TNFa (48h treatm ent)
10 ng/ml TNFa + 100 nM LXA4(48h treatm ent)
n = 13
Figure 16: Effet d 'u n  p ré tra item en t à la LXA4 su r  l 'h y p erréac tiv ité  b ron ch iq u e  indu ite  p a r  le T N F a :
Effet d'un prétraitement avec 10 ng/ml de TNFa pendant 48h sur la réactivité des bronchioles humaines 
(barres noires) par rapport aux contrôles (barres blanches) et l'effet d'un prétraitement conjoint au TNFa et 




Dans l'article "Relationship between Bradykinin-induced relaxation and endogenous epoxy- 
eicosanoid synthesis in human bronchi" nous proposons pour la première fois un 
mécanisme physiologique endogène responsable de la synthèse des époxy-eicosanoïdes 
(EET) au niveau bronchique. Tel qu'il a été déjà mentionné, ces lipides ont des effets anti­
inflammatoires et broncho-relaxants très importants principalement dans un contexte 
pathologique d’asthme chronique. Cependant, il a été démontré que chez les asthmatiques, 
la biodisponibilité des EET est réduite par rapport aux sujets sains (Morin et a l , 2010). 
Depuis quelques aimées, plusieurs études ont démontré les mécanismes d'actions par 
lesquels les EET produisent leurs effets bénéfiques (Haeggstrom et al., 2010; Morin et a l, 
2008; Y. Liu et a l, 2005) cependant, aucune n'avaient démontré quels mécanismes 
endogènes induisaient leur synthèse. Cette question était donc de premier ordre afin de 
développer une approche thérapeutique plus spécifique qui vise cette voie de signalisation 
métabolique. Il a été démontré que les EET ont des effets hyperpolarisants au niveau des 
cellules musculaires lisses bronchiques (CMLB) en raison de l'activation des canaux BKca 
et de l'augmentation de la conductance K+ (Benoit et a l, 2001). Pour cette raison, ils sont 
proposés à titre "d'epithelial derived hyperpolarizing factor" (EpDHF). D'un autre côté, la 
Bradykinine a été démontré comme étant un peptide bioactif ayant des effets broncho- 
relaxants en induisant la synthèse endogènes d'EDHF (au niveau vasculaire) et d'autres 
EpDHF tels que le NO et la PGI2 (Furchgott, 1983). Nous avons donc émis l'hypothèse que 
les effets physiologiques de la BK au niveau bronchique passeraient en partie par la 
synthèse des EET au niveau de l'épithélium bronchique.
Ce projet de recherche avait pour but de démontrer la relation potentielle entre les effets de 
la Bradykinine et la synthèse d'époxy-éicosanoïdes au niveau des bronchioles humaines. 
Pour ce faire nous avons procédé à des mesures des activités fonctionnelles pharmaco- 
mécaniques et des propriétés électrophysiologiques sur des bronches humaines. Nous avons 
démontré dans ce travail que ces deux molécules d'intérêt physiologique et 
pharmacologique induisent un cours de relaxation similaire avec un IC50 comparable. De 
plus, nous avons démontré qu'un traitement avec des inhibiteurs qui interfèrent avec la voie
métabolique et les mécanismes d'action des EET diminue les effets relaxants et 
hyperpolarisants de la BK. Ces résultats nous indiquent fortement qu'il existe une relation 
entre les effets de la BK sur les bronches humaines et la synthèse des EET endogènes.
Comparaison des effets relaxants de la Bradykinine et du 14,15-EET: La première étape 
était de déterminer si le niveau de relaxation induit par ces deux molécules ajoutées de 
façon exogène sur des bronches humaines était comparable. Nous avons observé que dans 
les deux cas, les amplitudes de relaxation sont similaires et qu'il n'y a aucune différence 
statistiquement significative entre les réponses pour les deux molécules à concentration 
égale de 1 pM (44.8 ± 2.8 % pour la BK et 41.7 ± 6.4 % pour le 14,15-EET). Cette 
observation nous donne la première indication d'une potentielle relation entre les deux 
molécules puisque d'un point de vue macroscopique, l'effet observé est le même. Les effets 
relaxants de la BK sur les bronchioles humaines n'ont jamais été testés auparavant. 
Cependant, à titre comparatif, il a été démontré que ce peptide induit en moyenne 25% et 
35% de relaxation sur l'artère et la veine mésentérique de cobaye pré-contractée au U- 
46619, respectivement (Berthiaume et al., 1995). Également, il a été démontré sur des 
artérioles rénales efférentes de lapins pré-contractées à la Norépinephrine que la BK induit 
une relaxation dépendante de la dose avec un effet maximal de 90% de relaxation pour une 
concentration de 10 pM (Edwards, 1985). Afin de rajouter à la similitude des effets 
relaxants du 14,15-EET et de la BK, nous avons observé des IC50 pratiquement équivalents 
(0.28 ± 0.01 pour la BK et 0.27 ± 0.01 pM pour le 14,15-EET). Cependant, il est possible 
de se demander pourquoi l'amplitude de relaxation des deux molécules est si semblable 
puisque si la Bradykinine stimule la production dEET, elle stimule aussi la production de 
NO et de PGI2 qui ont eux aussi des effets hyperpolarisants et relaxants non négligeable. 
Une explication simple pourrait être que la concentration d'EET libérée suite à l'ajout de 
BK est inférieure à 1 pM (concentration d'EET exogènes) et que l'effet observé de la BK 
est dû à l'action globale de tous les facteurs relaxants libérés. Donc, l'effet global des 
médiateurs produits par la stimulation à 1 pM de BK est comparable à l'effet de 1 pM de
14,15-EET exogène. L'analyse du cours des relaxations produites par la BK et le 14,15- 
EET exogène révèle qu'il est le même dans les deux cas. En effet, suite à l'ajout de 1 pM de
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l'une ou l'autre des molécules, on remarque une relaxation rapide des bronches qui est 
maintenue pendant environ 3 à 4 minutes puis un retour vers le plateau de contracture qui 
est total après 10 minutes. L'effet transitoire de la relaxation aux EET est 
vraisemblablement dû à l'inactivation de ces lipides par leur enzyme de dégradation, la 
sEH, qui les métabolise en DHET inactifs (Chacos et al., 1983). En raison de la très forte 
affinité de cette enzyme pour les époxy-éicosanoïdes, cette réaction est très rapide, 
principalement chez les asthmatiques chez qui cette enzyme est surexprimée (Morin et al., 
2010). Dans le cas de la BK, on note aussi une relaxation transitoire et un retour au tonus 
contractile également après 10 minutes. Dans cette situation, le retour relativement rapide 
après la relaxation est probablement dû à l'inactivation des récepteurs B2 au niveau des 
cellules épithéliales, aux effets rapides et transitoire du NO et de la PGI2 ou à la 
dégradation des EET par la sEH. Dans le cas de la BK, il ne faut pas négliger les effets de 
l'activation directe des récepteurs B2 au niveau des cellules musculaires lisses (Marceau et 
Bachvarov, 1998; Regoli et Barabe, 1980) qui cause la contraction de ces cellules. Cet effet 
pourrait également contribuer au retour rapide au tonus contractile après la relaxation 
induite par la BK. Ces résultats ont été les premiers indices d'une relation potentielle entre 
ces deux types de molécules et ils supportaient notre stratégie pour approfondir ce sujet de 
recherche.
Effets d'inhibiteurs spécifiques sur la relaxation induite par la Bradykinine: Nous avons par 
la suite voulu déterminer l'effet de certains inhibiteurs connus pour interférer avec la voie 
métabolique des EET ainsi qu'avec leurs mécanismes d'action sur la relaxation induite par 
la BK. Plus spécifiquement, nous avons utilisé l'Ibériotoxine qui est un bloqueur spécifique 
des canaux BKca, le 14,15-EEZE qui est un antagoniste compétitif des EET et le MS-PPOH 
qui est un inhibiteur non-spécifique des CYP450 époxygénases. Nous avons en premier lieu 
déterminé l'effet de ces inhibiteurs et bloqueurs sur la tension induite par l'agoniste des 
récepteurs au TXA2, l'U-46619. Il a été démontré précédemment par notre groupe de 
recherche que la diminution de la biodisponibilité des EET par un prétraitement au MS- 
PPOH augmente significativement la tension induite par 1TJ-46619 sur des bronchioles 
humaines (Senouvo et al., 2011). Tel que mentionné précédemment, les EET activent
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directement les canaux potassiques de type BKca (Fukao et al., 2001). De plus, il a été 
démontré, sur des lignées de cellules musculaires lisses, qu'une stimulation à la 
Bradykinine mène à une augmentation de la probabilité d'ouverture par un effet direct ou 
indirect sur ces mêmes canaux (B. Liu et al., 2007). Nous avons donc voulu savoir si cette 
observation était reproductible sur l'activité fonctionnelle des bronches humaines. Nous 
avons d'abord observé qu'un prétraitement des bronches pendant 10 minutes à l’IbTx 
augmente significativement la tension induite par 1U-46619 (42.1%). Cet effet est 
explicable par le fait que le blocage par l'IbTx des canaux K+ dès qu'ils sont activés au 
niveau des CML diminue la conductance potassique ce qui facilite la dépolarisation 
cellulaire et par conséquent facilite la contraction. L'utilisation de l'IbTx bloque donc 
l'activation des BKça ce qui tend à inhiber significativement la relaxation induite par la BK. 
Cette observation est cohérente avec ce qui a été rapporté dans la littérature où il avait été 
démontré que l'activation des BKca étaient impliqués dans les effets physiologiques de la 
BK (B. Liu et al., 2007). Selon notre hypothèse, cet effet est vraisemblablement dû à 
l'action directe des EET synthétisés par la stimulation à la BK. Il serait possible de 
confirmer cette hypothèse en procédant à des expérimentations de patch clamp en 
configuration cellule totale sur des CML bronchiques afin de déterminer l'effet de la BK sur 
la probabilité d'ouverture de ces canaux en présence ou non de MS-PPOH. Nous avons par 
la suite testé l'effet d'un prétraitement au 14,15-EEZE qui est une molécule synthétique qui, 
bien que ses mécanismes d'actions spécifiques ne soient pas connus, a un effet antagoniste 
bien démontré des effets des EET (Chen et a l, 2011). Contrairement à ce à quoi nous nous 
attendions, cet antagoniste n'a eu aucun effet sur la tension induite par 1U-46619. En effet, 
puisque les résultats précédents portant sur la réduction de la biodisponibilité des EET 
(Senouvo et al., 2011) montraient une augmentation de la tension induite, nous avions 
supposé que l'inhibition de l'action des EET aurait un effet similaire. Il nous est difficile 
d'expliquer ce résultats inattendu et des expérimentations plus approfondies pour résoudre 
cette question spécifique seraient nécessaires afin de déterminer les mécanismes impliqués 
dans ce phénomène. L'hypothèse la plus probable pour expliquer ce phénomène est que le
14,15-EEZE aurait des effets d'agoniste inverse au niveau des sites d'actions des EET qui 
interagissent avec la signalisation du U-46619. Également, il serait possible que cet 
antagoniste interagisse directement avec le récepteur TP, activé pas l'U-46619, ce qui
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modulerait à la hausse les amplitudes de tensions induites par cet agoniste. Cependant, un 
prétraitement avec le 14,15-EEZE pendant 10 minutes inhibe significativement environ un 
tiers de la relaxation induite par la BK. Ce résultat était anticipé puisque selon notre 
hypothèse une partie de la réponse à la BK passe par l'action des EET, donc l'antagoniste 
des effets des EET devrait réduire l'action des époxy-éicosanoïdes mais pas celle des autres 
molécules éventuellement produites comme la PGfc et le NO.
Nous démontrons à la Figure 9 qu'un prétraitement au MS-PPOH pendant 15 minutes 
augmente significativement la tension induite par l'agoniste des récepteurs au TXA2. Cette 
observation est explicable par les effets opposés des EET et du U-46619 ou par une 
interaction non spécifique entre les EET et le récepteur TP (récepteur au TXA2) tel que 
proposé dans l'article de Senouvo et al. (2011). Le MS-PPOH, qui réduit la biodisponibilité 
des EET, a également comme effet d'inhiber significativement la relaxation induite par la 
BK. Ce résultat est une preuve pharmacologique importante de la relation qui existe entre 
l'action de ce peptide et la synthèse endogène des EET au niveau de l'activité fonctionnelle 
macroscopique des bronchioles humaines. Cependant, ces agents pharmacologiques 
n'inhibent que partiellement la relaxation induite par la BK (tel que présenté à la Fig. 9C). 
La relaxation résiduelle est explicable par ce qui a été mentionné précédemment. La BK est 
connu pour induire la synthèse d'autres médiateurs hyperpolarisants, tels que le NO et la 
PGI2, qui ont des effets relaxants sur les cellules musculaires lisses bronchiques. Suite à 
l'action du MS-PPOH, la synthèse d'EET est largement inhibée alors que les autres 
médiateurs sont toujours produits et doivent avoir leurs effets physiologiques 
susmentionnés. Afin de confirmer cette hypothèse, il aurait été possible d'utiliser certains 
agents pharmacologiques, tels que le L-NAME (inhibiteur de la NOS, l'enzyme de synthèse 
du NO) ou le ROI 138452 (antagoniste des récepteurs IP) afin de bloquer la relaxation 
résiduelle de la BK (Lau et al, 2012).
Effet du MS-PPOH sur Phyperpolarisation induite par la BK: Pour faire suite aux 
expérimentations faites sur l'activité fonctionnelle macroscopique des bronches, nous avons 
voulu déterminer si la relation entre la BK et les EET précédemment observée existe 
également au niveau des CMLB, là où les EET ont leurs principaux effets. Nous avons
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procédé à des mesures de potentiel membranaire de cellules musculaires lisses bronchiques 
par la technique de microélectrode (Fig. 10A) afin de mesurer l'effet de la BK dans 
différentes conditions. La justification de cette expérimentation vient du fait qu'il est connu 
que les effets hyperpolarisants des EET passent principalement par l'activation des canaux 
de type BKca- Puisque nous démontrons qu'une partie des effets relaxant induits par la BK 
passent également par l'activation de ces mêmes canaux, nous avons émis l'hypothèse que 
cet effet hyperpolarisant est vraisemblablement dû aux EET produits suite à la stimulation 
par ce peptide. Nous avons démontré (Fig. 10C) que l'inhibition de la synthèse endogène 
des EET par le MS-PPOH réduit plus du tiers (42.9%) de Fhyperpolarisation induite par la 
BK. Ce résultat montre donc bien qu'une proportion importante des effets hyperpolarisants 
de ce peptide soit due à l'action des EET. Encore une fois, il est important de ne pas 
négliger la contribution du NO et de la PGI2, synthétisés sous l'action de BK, et qui sont 
vraisemblablement responsables de lliyperpolarisation résiduelle observée. Nous 
supposons que les EET sont produits suite à l’action de la BK sur ses récepteurs au niveau 
des cellules épithéliales. Cette conclusion découle du fait que les effets hyperpolarisants de 
la BK sur les CMLB sont totalement abolis lorsque les bronches sont dénudées de leur 
épithélium à l'aide d'un coton-tige sec (ces résultats ne sont pas présentés dans l'article). 
Des expériences complémentaires plus poussées seraient nécessaires afin de confirmer ce 
point.
Effet de la minimisation de la biodisponibilité des EET sur l'action de la Bradykinine sur la 
résistance transmembranaire de cellules épithéliales: Nous avons par la suite voulu 
confirmer notre précédente observation selon laquelle les EET seraient produits au niveau 
des cellules épithéliales suite à l'action de la BK sur ses récepteurs situés sur ces cellules. 
Pour ce faire, nous avons procédé à des mesures de résistance trans-épithéliale sur des 
lignées cellulaires A549 traitées à la Bradykinine en présence ou non du MS-PPOH, 
l'inhibiteur des CYP450 époxygénases. Les A549 sont des cellules de type épithéliales 
alvéolaires isolées d'adénocarcinome humain qui ont la particularité de faire peu de 
jonctions serrées entre elles (Wan et a l, 2000). Pour cette raison, la résistance trans­
épithéliale de base est relativement basse (157.8 Q) comparativement à celle observée avec
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les CALU-3, un autre type de cellules épithéliales bronchiques, qui est autour de 300 Q (ce 
résultat n'est pas présenté dans le manuscrit). L'ajout de BK a eu comme effet de réduire la 
résistance trans-épithéliale. Lorsqu'on prétraite avec le MS-PPOH pendant 15 minutes, on 
observe une légère hausse de la résistance trans-épithéliale qui n'est pas statistiquement 
significative. Cependant, l'effet observé de la BK est significativement inhibé par la 
réduction de la biodisponibilité des EET dû à un prétraitement au MS-PPOH. Dans les deux 
conditions, en présence ou non de MS-PPOH, on observe une réduction progressive de la 
résistance trans-épithéliale suivi d'un retour aux valeurs contrôles après 5 minutes. Ce 
retour relativement rapide au niveau de base est explicable par l'inactivation des EET par la 
sEH qui est présente dans les cellules épithéliales et dans les cellules musculaires lisses 
(Senouvo et al., 2011). De plus, l'effet sur la résistance trans-épithéliale observé est en 
partie dû à l'action du NO et de la PGL qui, une fois produits par les cellules épithéliales 
ont des effets sur les CML, ce qui expliquerait également l'effet transitoire observé. Il aurait 
été possible de le vérifier en utilisant des agents pharmacologiques spécifiques pour 
bloquer les effets de ces deux médiateurs physiologiques. Ce résultat de l'effet du MS- 
PPOH sur l'action de la BK au niveau des cellules épithéliales, associé aux résultats obtenus 
avec les bronches dénudées d'épithélium, montrent bien que le couplage que nous 
observons entre la BK et les EET a lieu au niveau des cellules épithéliales. Les effets 
relaxants et hyperpolarisants subséquents de la BK seraient dus à la diffusion des lipides 
vers les cellules musculaires lisses, où ils ont leurs effets mesurés précédemment.
Les données présentées dans cet article confirment notre hypothèse de recherche à savoir 
qu’il existe bien une relation entre les effets de la Bradykinine et la synthèse d'époxy- 
éicosanoïdes endogènes dans les bronchioles humaines. Maintenant que la première étape à 
été adressée, soit de démontrer l'existence d'une telle relation, il serait pertinent de 
déterminer par quels mécanismes cellulaires et quelles voies de signalisation la stimulation 
à la BK mène à la synthèse des EET. D'après nos observations et ce que nous dit la 
littérature, nous pouvons émettre une hypothèse pour expliquer ces mécanismes. 
L'activation des récepteurs B2 (principalement activés par la BK) au niveau des cellules 
épithéliales mène, via l'activation de la protéine Gq, à une augmentation de Ca2+ 
intracellulaire (Marceau et Bachvarov, 1998). Il a été démontré que l'activité enzymatique 
de la PLA2 est directement reliée au niveau de calcium intracellulaire (Inoue et al, 2009).
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L'action de cette protéine, qui hydrolyse les phospholipides membranaires en SN1, cause 
une augmentation de la biodisponibilité d'acide arachidonique dans le cytosol (Burke et 
Dennis, 2009). Tel que mentionné précédemment, l'AA est un substrat des CYP450 
époxygénases et précurseur des EET. Cependant, nous ne savons pas de quelle façon la BK 
oriente le métabolisme de l'AA vers les EET puisque ce lipide est également le précurseur 
d'autres médiateurs tels que les prostaglandines via les COX et les leucotriènes via les 
LOX. Afin de répondre à cette question spécifique, il serait pertinent de procéder à des 
essais d'activité enzymatique de certaines isoformes d'époxygénases en présence ou non 
d'un traitement à la BK. Il serait également intéressant de mesurer les niveaux d'EET et de 
déterminer, par chromatographie en phase gazeuse couplée à une spectrométrie de masse, 
quelles isoformes sont préférentiellement activées suite à une stimulation à la BK.
II) Résultats complémentaires, suite du projet BK/EET
Effet relaxant de l'ajout conjoint de Bratfykinine et de 14,15-EET: Lors de la révision de 
notre article, il nous a été demandé de tester si la BK et les EET pouvaient avoir un effet 
relaxant additif s'ils étaient ajoutés conjointement. Nous avons donc ajouté simultanément 1 
pM de chaque molécule sur des bronches humaines pré-contractées avec 30 nM dTJ-46619. 
La Figure 12 est la suite des résultats présentés à la Figure 7C du manuscrit et elle présente 
l'effet relaxant de chaque molécule ajoutée individuellement ainsi que leur effet combiné. Il 
est possible d'observer que comparativement à l'effet relaxant seul des deux molécules 
(44.8 ± 2.8 % pour la BK et 41.7 ± 6.4 % le 14,15-EET), la relaxation induite par leur 
combinaison est sensiblement la même puisqu'aucune différence significative n'a été 
observée. Ce résultat peut porter à réflexion. En effet, on peut supposer que lorsque la BK 
active ses récepteurs au niveau épithélial, le niveau d'EET sécrété est en quantité sous- 
saturante et n'occupe pas tous les sites d'actions possibles. Dans ce cas-ci, lorsqu'on ajoute 1 
pM de 14,15-EET exogène, tous les sites d'actions de ces lipides devraient être occupés et 
par conséquent, on devrait observer un effet supérieur à celui observé avec la BK seule. 
Cependant, il ne faut pas négliger l'effet du NO et de la PGI2 qui agissent comme les EET 
sur les CML. Bien que ces molécules agissent par des mécanismes d'actions distincts, les 
effets macroscopiques observés sont les mêmes, à savoir qu'elles induisent
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l'hyperpolarisation membranaire et la relaxation des fibres contractiles. Lorsqu'on induit 
une relaxation ou une hyperpolarisation sur des bronches humaines avec soit la BK ou le 
14,15-EET, on observe que cet effet est saturable et est maximal à une concentration de 3 
pM. Le résultat présenté à la Figure 12 pourrait être expliqué par ce phénomène. On peut 
supposer que l'effet maximal que les bronches pouvaient développer suite à la stimulation 
par ces agents était atteint et que puisque les deux molécules ont des actions physiologiques 
similaires, leurs effets ne sont pas additifs à des concentrations aussi élevées. Afin de 
confirmer cette hypothèse, il faudrait reproduire cette expérience avec des concentrations 
inférieures à 1 pM pour chaque molécule.
Effet du retrait de l'épithétium bronchique sur l'action de la BK: Les récepteurs à la 
Bradykinine se retrouvent à la fois sur les cellules épithéliales et musculaires lisses. Dans 
les deux cas, que ce soit pour le récepteur B1 ou B2, les voies de signalisation activées suite 
à la stimulation des récepteurs passent par l'activation de la PLC qui mène à une 
augmentation de Ca2+ intracellulaire (Marceau et Bachvarov, 1998). Lorsque ces récepteurs 
sont stimulés sur les muscles lisses, l'augmentation de calcium provoque la contraction des 
fibres musculaires par les mécanismes décrits précédemment. Lorsque ces récepteurs sont 
activés sur les cellules épithéliales par l'action de la BK, le NO et la PGI2 sont synthétisés et 
diffusent vers les CML où ils ont leurs principaux effets hyperpolarisants et relaxants 
(Regoli et Barabe, 1980; Marceau et Bachvarov, 1998). Selon les résultats que nous 
présentons dans le manuscrit, l'action de la BK sur les bronches mène également à la 
synthèse des EET endogènes. Il est connu que ces lipides sont produits aussi au niveau des 
cellules épithéliales et sont décrits comme étant des facteurs hyperpolarisants dérivés de 
l'épithélium (Benoit et al., 2001). Nous avons donc voulu confirmer que la relation 
observée entre la BK et les EET se déroule également au niveau des cellules épithéliales. 
Pour ce faire nous avons procédé à des expériences pour tester l'effet de la Bradykinine sur 
l'activité fonctionnelle de bronches humaines dénudées mécaniquement de leur épithélium. 
Les cellules épithéliales étaient décollées en frottant une tige sèche à l'intérieure de la 
lumière bronchique sans étirer les tissus pour ne pas les endommager afin qu'Us ne perdent 
pas de réactivité mécanique. Les bronches étaient ensuite montées dans le système de bain
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à organe isolé tel que décrit précédemment. Q est possible d'observer lorsqu’on ajoute 1 pM 
de BK à des bronches pré-contractées avec 30 nM dU-46619, qu'aucune relaxation n'est 
induite (Fig. 13A). Cette expérience a été reproduite en utilisant des concentrations 
croissantes de BK (0.01 à 3 pM) et même dans ce cas, aucune relaxation n'était observée 
(ces résultats ne sont pas présentés). Ce résultat confirme ce qui a déjà été démontré dans la 
littérature à savoir que les effets relaxants de la Bradykinine sont exclusivement dus à son 
action sur les cellules épithéliales et à la relâche de facteurs hypeipolarisants qui ont les 
effets relaxants observés (Regoli et Barabe, 1980; Marceau et Bachvarov, 1998). Nous 
avons par la suite testé l'effet de la BK sur le tonus de base (préalablement imposé à 0.8 g) 
de bronches dénudées d'épithélium. Dans des expériences antérieures, nous avons 
démontrés que la BK n'a aucun effet sur le tonus de base de bronches humaines dont 
l'épithélium est intact. La Figure 13B nous montre que l'ajout successif de différentes 
concentrations de BK induite une légère contraction des bronches. Cet effet est dû à 
l'activation des récepteurs à la BK (B1R et B2R) directement sur les cellules musculaires 
lisses. Cette activation induit une augmentation de Ca2+ intracellulaire menant, par les 
mécanismes détaillés dans l'introduction, à la contraction des CML. Les récepteurs 
impliqués sont à la fois le B2 activé par la BK et possiblement le B1 activé par le Lys- 
desArg9-BK produit suite à l'hydrolyse de BK par des carboxypeptidases (Moreau et a l, 
2005). Afin de déterminer quels récepteurs est principalement impliqué dans les effets 
observés de la BK, il serait intéressant de procéder à des expériences sur l'activité 
fonctionnelle des bronches en utilisant dans agonistes et des antagonistes spécifiques des 
récepteurs B1 et B2.
III) Mise au point d'un nouveau modèle d'hyperréactivité bronchique induite.
Il a été démontré qu'en plus de leurs effets relaxants sur les CML, les époxy-éicosanoïdes 
sont des lipides ayant d'importants effets anti-inflammatoires au niveau bronchique 
(Haeggstrom et al., 2010; Morin et al., 2008; Y. Liu et a l, 2005). Ces effets ont été 
quantifiés, en autre, dans un modèle d'hyperréactivité bronchique induite. La mise en place 
de ce modèle consiste à mettre en culture des bronchioles humaines distales pendant 48h en 
présence d'un traitement de 10 ng/ml de TNFa humain. Les bronchioles traitées
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développent une tension en réponse à différents agents pharmacologiques dans un système 
de bains à organes isolés qui est significativement supérieure comparativement à celle 
développée par des bronchioles contrôles (cultivées sans traitement pendant 48h). Le 
traitement au TNFa provoque également une augmentation significative de la sensibilité au 
Ca2+ des protéines contractiles. Ce paramètre est mesuré en perméabilisant les bronches à la 
P-escine ce qui nous permet de contrôler la concentration de calcium intracellulaire et de 
mesurer la tension des bronches induites par l'ajout d'incrément de Ca2+ (Morin et al, 
2008). Lorsqu'on procède à des essais biochimiques par Western blot sur des fractions 
préparées à partir de bronchioles traitées au TNFa, on observe une augmentation de la 
translocation du facteur inflammatoire NFkB au noyau, de la phosphorylation de la 
protéine CPI-17, de P38-MAPK, de l'expression de COX-2 et de sEH alors qu'on observe 
une diminution de la phosphorylation du facteur IicBa (Morin et al., 2010). Donc, en plus 
d'induire une augmentation de la réactivité bronchique d'un point de vue fonctionnel, un 
traitement au TNFa participe à l'activation dé cascades de signalisations inflammatoires au 
niveau des bronchioles humaines. Lorsqu'on met en culture des bronches en présence de 
300 nM de 14,15-EET seul pendant 48h, on observe peu de différence comparativement au 
contrôles en ce qui a trait à la tension développée, à la sensibilité au Ca2+ et à la 
phosphorylation ou à l'expression des protéines mentionnées précédemment (Morin et al., 
2008). Cependant, lorsqu'on traite conjointement les bronches au TNFa et au 14,15-EET, 
on observe un retour vers les valeurs contrôles pour tous les paramètres précédemment 
abordés (Morin et al., 2008). Il a été démontré que les EET réduisent la sensibilité au Ca2+ 
des fibres contractiles en interagissant avec la voie de signalisation de PKC/CPI-17 qui est 
connu pour moduler la sensibilité des cellules musculaires lisses au calcium (Morin et al., 
2007; Sakai et al., 2005). De plus, il a été proposé que cet effet pouvait être dû à une 
possible interaction entre les EET et la voie de Rho-kinase qui est connu pour avoir un rôle 
important dans la sensibilité au Ca2+ (Morin et al., 2008; Ito et al., 2001). Les effets anti­
inflammatoires des EET observés par la diminution de l'expression et de la phosphorylation 
de protéines inflammatoires passent principalement par l'activation des récepteurs PPARy 
au niveau nucléaire (Y. Liu et al., 2005). Dans le but de caractériser spécifiquement les 
mécanismes d'action par lesquels les EET induisent leurs effets anti-inflammatoires, il est 
important d'évaluer leurs effets dans différentes conditions contrôlées. Bien que le TNFa
soit une cytokine qui permet de mettre en place un statut d'hyperréactivité bronchique, il est 
pertinent de développer un modèle avec une nouvelle cytokine inflammatoire afin de mieux 
comprendre tous les mécanismes des EET. Les mécanismes pro-inflammatoires du TNFa 
qui mène à l'hyperréactivité bronchique ne sont pas nécessairement les même que ceux 
d'autres cytokines. Il serait intéressant d'évaluer si les EET interfère ou non avec les effets 
d'autres cytokines inflammatoires.
Effet d'un prétraitement à l'IL-lfi sur la réactivité des bronchioles humaines: Afin 
d'approfondir les connaissances des mécanismes d'actions par lesquelles les EET ont leurs 
effets anti-inflammatoires, il est pertinent de développer un nouveau modèle 
d'inflammation et d'hyperréactivité bronchique et de déterminer l'influence de ces lipides 
sur ce modèle. Pour ce faire, nous avons procédé à une expérience similaire à celle décrite 
précédemment avec le TNFa en prétraitant les bronches avec 10 ng/ml d'IL-lp puis nous 
avons comparé les tensions induites par différents agents pharmacologiques à celles des 
bronches contrôles. L'IL-1 fi a été choisi comme cytokine inflammatoire pour la mise au 
point de ce modèle puisqu'elle a été décrite comme ayant un rôle important dans plusieurs 
pathologies inflammatoires chroniques notamment dans le cas d'asthme (Borish et al., 
1992). Il a également été démontré qu'elle joue un rôle dans le remodelage des voies 
aériennes et dans la mise en place de l'hyperréactivité bronchique (Tsukagoshi et al., 1994; 
Lappalainen et al., 2005). De plus, l'IL-ip et le TNFa ont des mécanismes d'actions 
similaires dans la mise en place de l'inflammation. Par exemple, le mécanisme d'action de 
ces deux cytokines passent par l'activation de mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
notamment 'Extracellular signal-Regulated Kinase 1 et 2" (ERK 1/2) et p38-MAPK 
(Wadgaonkar et a l, 2004). Cependant, les résultats que nous avons obtenus vont à 
l'encontre de ce à quoi nous nous attendions. En effet, nous avions émis l'hypothèse qu'en 
raison de ses effets pro-inflammatoires et de remodelage des voies aériennes, un 
prétraitement à l'IL-ip induirait une hyperréactivité bronchique. Cependant, il est possible 
d'observer à la Figure 14 que les bronches humaines traitées tendent à développer une 
tension inférieure aux bronches contrôles et ce pour tous les agents pharmacologiques 
utilisés. Ce résultat s'oppose à ce qui avait été proposé dans la littérature à savoir que l'IL-
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ip induit l'hyperréactivité des voies aériennes (Tsukagoshi et al., 1994; Lappalainen et a l, 
2005). Cependant, les résultats présentés à la Figure 14 vont dans le même sens qu'une 
seule étude sur le sujet qui a démontré qu'un prétraitement à 10 ng/ml d'IL-lp réduit 
significativement la réactivité des muscles lisses intestinaux de rats (Ohama et al., 2003). 
Bien que cette étude ait été faite sur un autre modèle que le nôtre (l'intestin de rat), les 
arguments fournis pour expliquer ce phénomène pourraient s'appliquer à notre situation 
puisque dans les deux cas nous avons travaillé sur l'effet de l'IL-lp sur la réactivité des 
muscles lisses. Dans cette étude (Ohama et al., 2003), les chercheurs montrent qu'un 
traitement avec cette cytokine module l'activation de certaines protéines de la machinerie 
contractile. Ils démontrent que l'IL-ip réduit significativement la phosphorylation de 
MYPT1 qui est la sous-unité régulatrice de la MLCP et réduit également la phosphorylation 
de CPI-17. Ces deux protéines sont impliquées dans l'initiation de la relaxation des muscles 
lisses et dans le maintien du tonus contractile. Donc, malgré ses effets inflammatoires 
importants, l'action de l'IL-ip sur ces protéines de la machinerie contractile peut expliquer 
ses effets observés sur la réactivité des bronchioles humaines.
Effet d'un prétraitement à l'IL-13 pendant 48h sur la réactivité des bronchioles humaines: 
Puisque le modèle à l'IL-ip n'a pas donné les résultats escomptés, nous avons donc décidé 
de développer un autre modèle en utilisant une autre cytokine pro-inflammatoire. Nous 
avons sélectionné l'interleukine-13 puisque cette cytokine est bien connue pour avoir un 
rôle central dans le développement et le maintien de l'inflammation dans l'asthme (Kay, 
2006; Yang et al., 2001). Elle est connue entre autre pour induire une augmentation de la 
sécrétion de mucus et de la fibrose sous-épithélial. De plus, elle participe au remodelage 
des voies aériennes (Shim et al., 2006). Par ailleurs, il a été démontré par le groupe de Tliba 
et al., qu’un prétraitement avec 100 ng/ml d’IL-13 a pour effet d'augmenter la réactivité de 
trachées de rats par mesures de tension mécanique lorsqu'elles sont stimulées au Carbachol 
et au KC1 (Tliba et al., 2003). Ce groupe de recherche a également démontré qu'un 
prétraitement avec cette cytokine a pour effet d'induire une augmentation de Ca 
intracellulaire en réponse à des agents pharmacologiques mesurée par fluorescence 
supérieures à celle des trachées contrôles. Ces différents résultats justifiaient notre choix
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d'utiliser l'IL-13 comme cytokine inflammatoire pour la mise en place de notre modèle 
d'hyperréactivité bronchique. On observe à la Figure 15 que la tension mécanique 
développée par les bronches traitées est significativement supérieure à celle développée par 
les bronches contrôles et ce pour tous les agents pharmacologiques utilisés. Ce résultat 
concorde avec ce qui avait été observé dans le modèle de trachées de rats (Tliba et al., 
2003) et ce même si dans notre cas nous avons utilisé une concentration d'IL-13 de 10 
ng/ml au lieu de 100 ng/ml. Ce résultat, qui est cohérent avec notre hypothèse, ne 
s'explique pas entièrement par le remodelage bronchique qu'induit l'IL-13 puisque ce 
phénomène est un processus observé à long terme alors qu'il est négligeable après 
seulement 48h de traitement. De plus, il a été démontré, sur des modèles animaux, que l'IL- 
13 peut induire de l'hyperréactivité bronchique en l'absence de signes inflammatoires tels 
que la sécrétion de mucus, le recrutement de cellules inflammatoires ou la production 
d'autres cytokines (Yang et a l, 2001). L'explication la plus plausible pour interpréter cet 
effet (mise en place d'un statut d'hyperréactivité bronchique) est que l'IL-13 induit 
l'hyperréactivité des CML en altérant llioméostasie du Ca2+ intracellulaire. Tel que 
mentionné précédemment, il a été démontré qu'un prétraitement à l'IL-13 augmente 
significativement la variation de Ca2+ intracellulaire lorsque les CML sont stimulées par un 
agoniste pharmacologique (Tliba et a l, 2003). De plus, il a également été démontré par un 
autre groupe de recherche que cette cytokine a pour effet d'augmenter la fréquence des 
oscillations calciques mesurées par fluorescence au niveau de cultures primaires de CML 
bronchiques humaines (Matsumoto et a l, 2012). Le phénomène d'oscillations calciques est 
un processus connu et documenté qui se produit entre autre dans les CML bronchiques. Il 
peut être responsable de l'initiation des bronchospasmes qui sont des complications 
respiratoires observés chez les asthmatiques (Savineau et Marthan, 2000). Les mécanismes 
d'amplification des oscillations calciques par l'IL-13 ne sont pas totalement élucidés. 
Cependant, il a été démontré que l'IL-13 cause une augmentation de l'expression du 
récepteur Cysteinyl-leukotriènes 1 (CysLTIR) au niveau des CML. Ce récepteur est 
impliqué dans plusieurs processus inflammatoire, et il a été démontré que lorsqu'il est 
activé par le leukortiène D4 (LT-D4), on observe l'induction du phénomène d'oscillations 
calciques (Matsumoto et a l, 2012). Il a également été rapporté que l'effet de l'IL-13 sur les 
oscillations de Ca2+ passerait par la modulation de l'activation des canaux sensibles à l’IP3
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(IP3R) et des canaux sensibles à la Ryanodine (RyR) (Matsumoto et al., 2012). Enfin, il a 
été démontré que le mécanisme principal par lequel le TNFa induit l'hyperréactivité 
bronchiques est en augmentant la sensibilité au Ca2+ de la machinerie contractile des CML 
bronchiques (Morin et a l, 2008; Yang et al., 2001). Compte tenu de nos observations et de 
ce qui est rapporté dans la littérature, nous supposons que l'hyperréactivité induite par un 
traitement à l'IL-13 passerait également par une augmentation de la sensibilité des protéines 
contractiles au Ca2+. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait pertinent de procéder à des 
expériences de perméabilisassions à la P-escine, tel que rapporté dans la littérature (Morin 
et al., 2008), afin de déterminer la sensibilité au Ca2+ des bronches humaines traitées à l'IL- 
13 comparativement aux bronches contrôles.
Effet d'un prétraitement à la 15(R)-épi-Lipoxine A4 sur la réactivité des bronchioles 
humaines hyper réactives: Ce projet a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de Dr 
Bruce Levy du Brigham and Women's Hospital de Boston. Il portait sur la caractérisation 
des effets de la 15(R)-épi-Lipoxine A4 (LXA4) sur la réactivité de bronchioles humaines 
rendues hyper réactives suite à un prétraitement au TNFa. La LXA4 est un lipide, produit 
par la 5-LOX à partir du 15-HETE qui lui est produit à partir de l'acide arachidonique, 
connu pour avoir des effets anti-inflammatoires très important notamment au niveau des 
voies aériennes humaines (Kantarci et Van Dyke, 2003; Serhan, 2005). Ce lipide est 
considéré comme une cible potentielle dans le traitement de l'inflammation chronique 
observée dans l'asthme. En effet, il a été démontré que la biodisponibilité de la LXA4 est 
significativement réduite dans les cas d’asthme modérés et sévères (Levy et al., 2005). De 
plus, dans un modèle de souris sensibilisées à l'ovalbumine, il a été observé que la LXA4 
administrée par voie intraveineuse réduit significativement l'infiltration de leucocytes dosés 
dans des lavages broncho-alvéolaires, notamment les éosinophiles et les lymphocytes (Levy 
et al., 2 0 0 2 ). Également par des dosages de fluides broncho-alvéolaires, il a été démontré 
que ce lipide réduit la production d'IL-5 et d'IL-13 par les lymphocytes Th2 de façon 
dépendante de la dose et ce, sans influencer les niveaux de TNFa (Levy et a l, 2002). 
Toujours dans un modèle de souris sensibilisées à l'ovalbumine, le même groupe de 
recherche a démontré que la LXA4 réduit significativement l'hyperréactivité des voies
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aériennes à la Métacholine (Levy et al., 2002). Ce dernier résultat est un très bon indicatif 
de la pertinence de cibler la LXA4 dans le traitement de l'asthme. Cependant, avant de 
développer une stratégie thérapeutique visant cette voie métabolique, il est primordial de 
déterminer si ce lipide a ces effets bénéfiques sur l'hyperréactivité des voies aériennes dans 
un modèle humain in vitro. Nous avons démontré qu'un prétraitement avec la LXA4 réduit 
significativement l'hyperréactivité bronchique induite par le TNFa et permet de ramener les 
tensions induites sur des bronches humaines par différents agents pharmacologiques à des 
valeurs contrôles. On observe également que les bronches traitées au TNFa seul, ont des 
vitesses de montée lorsque contractées au U-46619 plus rapides que les bronches contrôles 
(Fig. 16B). Cet effet est réduit par un traitement à la LXA4. Cependant, nous n'avons pas 
d'explication pourquoi ce phénomène n'est pas observé lors de la contraction à l'Histamine. 
Bien que nos observations sur les effets de la LXA4 sur l'hyperréactivité bronchique 
humaine soient très intéressants, il est difficile d'expliquer par quels mécanismes ils sont 
induits. En effet, ces résultats ne sont qu'une observation macroscopique le l'activité 
fonctionnelle des bronches humaines. Les effets anti-inflammatoires de la LXA4 
n'expliquent pas à eux seuls ces observations. En effet, 48h de traitement au TNFa est un 
temps d'incubation trop court pour que le phénomène de remodelage des voies aériennes, 
causé par les facteurs pro-inflammatoires, n'induise l'hyperréactivité observée. Afin de 
mieux comprendre les mécanismes par lesquels la LXA4 induit les effets observés, il serait 
pertinent de procéder à des expériences plus approfondies sur les processus moléculaires et 
signalétiques mis en jeu dans le phénomène de résolution de l'hyperréactivité bronchique. 
Ainsi, la prochaine étape de ce projet, serait de déterminer l'influence de la 15(R)-épi- 
Lipoxine A4 sur la sensibilité au Ca2+ des cellules musculaires lisses bronchiques.
De façon globale, ce projet de recherche, divisé en deux sections, permet une meilleure 
compréhension de la voie métabolique et des mécanismes d'actions des EET. D'une part, 
nous proposons un mécanisme par lequel ils sont produits, mais également, nous 
fournissons un nouveau modèle physiologique permettant d'étudier plus spécifiquement les 
mécanismes d'actions anti-inflammatoires des ces lipides. Ces deux projets se complètent, 
d'une certaine manière, par leurs objectifs d'approfondir les connaissances scientifiques à 




En conclusion, ce projet à permis de fournir de nouvelles pistes d’explications à une 
question demeurée longtemps sans réponse, à savoir par quels mécanismes les époxy- 
éicosanoïdes endogènes sont synthétisés. Durant les 30 dernières années, plusieurs groupes 
de recherches ont caractérisés les voies métaboliques et les mécanismes d'actions de ces 
lipides sans pour autant expliquer comment l'organisme contrôle leur synthèse et leur 
dégradation. En raison de leurs multiples effets bénéfiques au niveau des bronches 
humaines, les EET représentent une cible thérapeutique de choix dans le traitement de 
l'inflammation chronique et la relaxation bronchique dans le cas de la maladie de l'asthme. 
Cependant, une connaissance plus précise des médiateurs impliqués dans la régulation de la 
biodisponibilité de ces lipides est requise afin de développer une stratégie thérapeutique 
spécifique. Dans ce sens, nous avons, pour la première fois, fait un parallèle entre l’action 
de la Bradykinine, un peptide bioactif endogène, et la synthèse des époxy-éicosanoïdes au 
niveau des cellules épithéliales de bronchioles humaines. Nous avons démontré d'une part 
que les effets physiologiques de la BK et des EET sont comparables au niveau de leur cours 
et de leur amplitude de relaxation mais également au niveau de leurs effets hyperpolarisants 
des cellules musculaires lisses. Par la suite, nous avons démontré que l'utilisation 
d'inhibiteurs qui interagissent avec la biodisponibilité et les mécanismes d'action des EET 
réduisent significativement les effets de la BK. Tous ces résultats démontrent une relation, 
directe ou indirecte, entre l'action de la BK et la synthèse endogène des époxy-éicosanoïdes 
au niveau des bronches humaines. Nos résultats de mesure de la résistance épithéliale et de 
délétion de l’épithélium, suggèrent fortement que la relation de l’effet de la BK et la 
synthèse des EET a lieu au niveau de l’épithélium. Cette avancée dans les connaissances de 
la voie métabolique des dérivés époxydés de l'acide arachidonique nous permet de mieux 
comprendre la régulation endogène de ces lipides et par conséquent, de mieux adapter les 
traitements éventuels ciblant cette voie.
Dans un autre projet réalisé en parallèle, nous avons voulu mettre au point un nouveau 
modèle d'hyperréactivité bronchique comparable à celui développé avec le TNFa. 
L'objectif de ce projet était d'avoir un nouveau modèle afin d'étudier les effets et les 
mécanismes d'actions de molécules anti-inflammatoires tels que les EET. Nous avons
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démontré que l'IL-ip ne représente pas une option intéressante pour l'établissement de ce 
modèle puisque cette cytokine, malgré ses effets pro-inflammatoires reconnus, tend à 
réduire la réactivité des bronches humaines à différents agents pharmacologiques. 
Cependant, dans ce projet, nous avons démontré que l'IL-13 s'avère être une très bonne 
cytokine pour induire les effets recherchés. En effet, nous avons observé qu'un 
prétraitement avec cette cytokine induit une augmentation significative de la réactivité 
bronchique qui est comparable aux résultats observés avec le TNFa. Ce résultat nous 
indique donc que l'IL-13 représente une option d'intérêt dans l'étude des mécanismes 
moléculaires et signalétiques des effets anti-inflammatoires et anti-hyper réactifs des EET 
et d'autres lipides bioactifs. Enfin, dans le cadre d'un projet en collaboration avec Dr Bruce 
Levy de Boston, nous avons démontré qu'un traitement avec la 15(R)-épi-Lipoxine A4, un 
lipide anti-inflammatoire endogène, permet de diminuer significativement l'hyperréactivité 
bronchique induite par le TNFa.
La force et l'originalité de notre projet réside dans le partenariat que nous avons développé 
avec le service de chirurgie thoracique, incluant les Drs Marco et Chantai Sirois, et le 
département de pathologie dirigé par Dr Edmond Rizcallah. Cette collaboration nous 
permet d'obtenir des sections de poumon fraichement réséquées au bloc opératoire, 
transportées dans une solution saline stérile et sur lesquelles nous pouvons prélever les 
expiants de tissus nécessaires à nos expériences. L'avantage de travailler sur un modèle in 
vitro humain par rapport à des modèles animaux, est qu’il permet d’étudier les propriétés 
fonctionnelles (physiologiques, biochimiques et pharmacologiques) de tissus vivants, et 
dont les résultats sont plus pertinents pour des applications cliniques éventuelles. Enfin, ce 
projet a permis une avancé des connaissances sur les voies métaboliques des dérivés 
époxydés et polyhydroxylés de l'acide arachidonique. Il permet donc de faire un pas en 
avant vers le développement potentiel de nouvelles stratégies thérapeutiques spécifiques 
ciblant ces différentes voies dans un contexte pathologique tel que l'asthme.
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6. PERSPECTIVES
Compte tenu des expériences et des observations réalisées dans notre laboratoire et de 
celles rapportées dans la littérature, il est possible d'affirmer que les dérivés époxydés de 
l'acide arachidonique constituent une cible thérapeutique de choix dans le traitement de 
l'asthme. Les principaux traitements qui ont été étudiés agissant sur cette voie, visaient 
l'inhibition de la sEH, l'enzyme de dégradation des EET, afin d'augmenter la 
biodisponibilité de ces lipides impliqués dans les voies de signalisations intra et 
intercellulaires. De nos jours, la prochaine étape des traitements qui ciblent des lipides 
bioactifs est celle des dérivés époxydés ou poly-hydroxylés des omégas-3 (DHA et EPA), 
tels que les résolvines et les protectines D1 et El (Dalli et Serhan, 2012). Il a été démontré 
que ces lipides ont plusieurs effets physiologiques qui s'avèrent bénéfiques, entre autres, 
dans le traitement de l'asthme. Ces dérivés des cd-3 sont synthétisés au niveau endogène, à 
partir du DHA ou de l'EPA, par les mêmes enzymes impliquées dans les voies 
métaboliques explorées. La relation entre la BK et la synthèse des EET qui a été démontrée 
Hans notre étude pourrait représenter un parallèle intéressant pour l'étude des dérivés des (o- 
3. En effet, il a été démontré que les dérivés époxydés du DHA et de l’EPA, tels que le 
19,20-EpDPE et le 17,18-EpETE, sont synthétisés par les mêmes isoformes des CYP450 
époxygénases que les EET. Il serait donc intéressant de déterminer si l'action de la 
Bradykinine au niveau des bronchioles humaines mène à une augmentation de l'activité des 
isoformes des CYP450 époxygénases 2J2, 2C8 et 2C9. Le cas échéant, il serait pertinent 
d'éclaircir les étapes signalétiques et moléculaires impliqués dans l'augmentation de 
l'activité de ces enzymes suivant une stimulation à la BK. Afin de mesurer plus 
spécifiquement la synthèse d'EET en réponse à l'action de la BK, il serait également 
intéressant de déterminer les niveaux synthétisés et les types de régio-isomères d'EET 
préférentiellement produits dans des homogénats de bronches humaines stimulées à la BK, 
par des mesures de chromatographie en phase gazeuse couplées à une spectrométrie de 
masse en tandem (GC-MS-MS).
Les résultats obtenus dans le projet réalisé en parallèle nous indiquent que l'IL-13, mais pas 
l'IL-lp, représente une cytokine de choix afin d'établir un autre modèle d'hyperréactivité 
bronchique in vitro. L'étape suivante serait de déterminer si un traitement conjoint avec
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l'IL-13 et le 14,15-EET permet de diminuer l'hyperréactivité bronchique induite. Par la 
suite, il serait intéressant de déterminer par Western Blot l'effet du prétraitement à l'IL-13 
sur la phosphorylation ou l'expression de différentes protéines impliquées dans les 
processus inflammatoires, p38-MAPK, IkB cx, N F kB, COK-2, etc. En fonction des résultats 
obtenus, il serait pertinent d'évaluer l'effet d'un traitement aux EET sur l'expression ou la 
phosphorylation des protéines modulées par l'IL-13. Afin de mieux comprendre le 
phénomène d'hyperréactivité induite à l'IL-13, il serait très important de déterminer si cette 
cytokine cause une augmentation de la sensibilité des CML bronchiques au Ca2+ et de la 
quantifier, à l'image de ce qui a été fait avec le TNFa, et de vérifier si les EET peuvent 
diminuer ces effets. En parallèle, il serait intéressant de poursuivre le projet sur la 15(R)- 
épi-Lipoxine A4 et de déterminer son effet sur la sensibilité au Ca2+ des bronches humaines 
rendues hyper réactives par un traitement au TNFa et/ou à l'IL-13.
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